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Introducción
I. INTRODUCCIÓN
1.1. Candida albicans: características 
generales.
C. albicans es un hongo polimórfico cla­
sificado dentro del orden Cryptococales in­
cluido en la clase Deuteromycotina u hongos 
imperfectos, en base a su modo de reproduc­
ción asexual, morofología, ciclo de vida y fi­
siología. C. albicans puede crecer principal­
mente por gemación (fase de levadura) o 
mediante la emisión de tubos germinativos o 
hifas (fase de micelio) dependiendo de facto­
res ambientales (pH, temperatura) y nutricio- 
nales, aunque también se han detectado otras 
dos morfologías, la pseudo-hifa de apariencia 
similar a la hifa pero con una génesis dife­
rente, y las clamidosporas que podrían repre­
sentar un fenotipo característico de la fase 
estacionaria, o incluso un fenotipo terminal de 
la forma de levadura (Winner y Hurley, 
1964; Miller y Finnerty, 1979; Shannon, 
1981)
Esta especie se encuentra ampliamente 
difundida en la Naturaleza, hallándose presen­
te frecuentemente como comensal inocuo en 
la piel, mucosa bucal, faríngea y vaginal, y en 
el intestino de los hombres y otros animales 
de sangre caliente, aunque bajo determinadas 
condiciones ambientales puede manifestar 
carácter patógeno oportunista. En este con­
texto, C. albicans está emergiendo en los úl­
timos años como uno de los principales 
agentes causales de infecciones hospitalarias. 
Tanto es así que los datos del National Noso­
comial Surveillance System (NNSS) de los 
Estados de América sitúan a este microorga­
nismo como el cuarto agente causante de in­
fecciones sistémicas nosocomiales.
Las infecciones producidas por C. albicans 
se denominan genéricamente candidiasis, y 
pueden dividirse en dos categorías. En la 
primera se incluyen infecciones de la mucosa
oral y vaginal, que en ocasiones presentan un 
carácter crónico, mientras que en la segunda 
se encuentran manifestaciones mucho más 
graves como la miocarditis candidiásica y las 
septicemias agudas. La incidencia de este úl­
timo tipo de manifestación patológica ha au­
mentado notablemente en las últimas dos dé­
cadas, debido a la concurrencia de una serie 
de factores muy variados como la utilización 
de pautas inmunosupresoras intensivas, la te­
rapia masiva con antibióticos, la alimentación 
parenteral, el empleo de prácticas quirúrgicas 
y maniobras terapéuticas y diagnósticas agre­
sivas y determinadas actitudes como la dro- 
godependencia, siendo la candidiasis una de 
las causas principales de morbilidad y morta­
lidad en pacientes inmunocomprometidos, 
incluyendo los individuos afectados por el 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SEDA) (Edwards et al., 1978; Glew et al., 
1975; H art et al., 1969; Meunier-Carpen- 
tier et al., 1981; Parker et al., 1976; Ri- 
fKind e ta l ,  1967; Seeling, 1966).
El problema sanitario que representan las 
infecciones producidas por Candida, en parti­
cular las formas de tipo sistémico, es la razón 
que explica que en la actualidad existan mu­
chos grupos de investigación, no sólo a nivel 
internacional sino también nacional, que tra­
bajan con dicho hongo. Ello ha conducido a 
un notable incremento en el número de publi­
caciones científicas sobre facetas muy varia­
das de la biología y patogenicidad de C. albi­
cans y especies relacionadas. En este contex­
to, se han publicado excelentes trabajos de 
revisión sobre la patogenicidad (Odds, 1985, 
1987,1988, 1994), ciclo celular y variabilidad 
fenotípica (Solí, 1984, 1992), aspectos inmu- 
nológicos y diagnóstico serológico de las 
candidiasis (Jones, 1990; Rogers y Balish, 
1980), tratamiento quimioterápico (Speller, 
1980), estructura y función de la pared celular 
(Cassone, 1989), interacciones del hongo
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con el hospedador (Calderone y Braun, 
1991; Cutler, 1991; Hostetter, 1994b; 
Kennedy, 1987), y aspectos clínicos y de la­
boratorio de las infecciones fúngicas en indi­
viduos inmunodeprimidos (Musial et al.,
1988).
1.2. La pared celular de C  albicans: ca­
racterísticas generales, composición quí­
mica, estructura y función.
Las células de los hongos, al igual que la 
de otros organismos como bacterias y plantas, 
están recubiertas por una estructura rígida, 
denominada pared celular, que protege al 
protoplasto frente a los cambios de presión 
osmótica en el medio externo y, además, 
confiere a la célula su forma característica. 
De aquí se deduce el importante papel que la 
pared celular juega en la morfogénesis celular, 
aspecto éste que presenta un interés especial 
en el caso de los hongos dimórficos. Además, 
la pared celular actúa como soporte de antí­
genos superficiales específicos, que son ca­
racterísticos de la célula y que juegan un pa­
pel importante en el reconocimiento durante 
las diversas interacciones celulares (Ballou y 
Raschke, 1974; Calderone y Braun, 1991; 
Cassone, 1989; Sentandreu et al., 1991a, b; 
Sharon, 1975). Esta última función tiene un 
especial significado en C. albicans, como ya 
se discutiré más adelante.
La composición química de la pared ce­
lular de C. albicans ha sido estudiada en de­
talle por diferentes investigadores 
(Chattaway et al., 1968; Kessler y Nicker- 
son, 1959; Shepherd, 1987; Sullivan et al., 
1983) que han encontrado que la pared de 
este hongo se compone principalmente de 
polisacáridos del tipo glucano y manano, y 
cantidades menores de quitina y lípidos.
La quitina forma parte del soporte esque­
lético de la pared celular de muchos hongos 
filamentosos, encontrándose en menor pro­
porción en las levaduras, donde su significado 
estructural es menos evidente. En C. albi­
cans, la quitina es un componente minoritario 
de la pared celular (Chattaway et a l , 1968; 
Kessler y Nickerson, 1959) siendo su pro­
porción mayor en la fase micelial que en la le- 
vaduriforme (Chattaway et al., 1968; Elorza 
et al., 1983). Los glucanos, son los compo­
nentes microfibrilares mayoritarios de la pa­
red celular de C. albicans (Cassone et al., 
1979; Sullivan etal., 1983), constituyendo el 
47% del peso seco de la misma (Elorza et al., 
1983; Gopal e ta l ,  1984). Finalmente, el ma­
nano, nombre genérico que recibe la porción 
carbohidrato de las manoproteínas, representa 
el segundo polisacárido mayoritario de la pa­
red celular de C. albicans, comprendiendo del 
20 al 23% del contenido polisacarídico total 
de la pared celular de este hongo (Sullivan eí 
a l,  1983). Las manoproteínas de los hongos 
levaduriformes son aquellas glicoproteínas 
que contienen del 15 al 90% de mañosa en 
peso (Cohén y Ballou, 1981), y forman el 
material amorfo de la pared, rellenando el es­
pacio existente entre los polímeros microfibri- 
lares. Además de aminoácidos y mañosa 
(Ballou, 1976; Haworth et a l,  1941), estas 
macromoléculas contienen pequeñas cantida­
des de N-acetilglucosamina y fosfato 
(Casanova y Chaffín, 1991b; Slodki, 1962). 
En general, la estructura de las manoprotei- 
nas de la pared celular de C. albicans es simi­
lar a la de Saccharomyces cerevisiae (Fleet, 
1985; Suzuki, 1981). De acuerdo con el mo­
delo más aceptado y mejor estudiado que es 
el manano de S. cerevisiae, el 10% de la ma­
ñosa presente en el polímero se encuentra en 
forma de oligosacáridos que se unen a la 
proteína mediante enlaces 0-glicosídicos con 
los hidroxiaminoácidos serina o treonina 
(Nakajima y Ballou, 1974b; Sentandreu y 
Northcote, 1969), mientras que el 90% de la 
mañosa formaría cadenas largas de unidades 
de polimanosa ligadas mediante enlaces N-
2
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glicosídicos vía dos residuos de N-acetilglu- 
cosamina (Phaff, 1971), a una subunidad de 
asparagina de la cadena peptídica.
La pared celular juega un papel esencial en 
la práctica totalidad de los aspectos de la 
biología y la patogenicidad de C. albicans. 
Las distintas funciones y actividades biológi­
cas en las que está involucrada la pared celu­
lar han sido atribuidas a alguno o algunos de 
sus componentes en concreto (Cassone,
1989), que se indican entre paréntesis tras la 
respectiva función biológica asignada a esta 
estructura; como son, (i) la morfogénesis y el 
crecimiento (quitina, glucano, manoproteí­
nas), (ii) la protección osmótica (glucano, 
quitina), (iii) la protección frente a antimicóti- 
cos (manoproteínas, glucano), (iv) la de ac­
tuar como barrera de permeabilidad no selec­
tiva (manoproteínas, glucano), (v) diferentes 
actividades enzimáticas (manoproteínas), (vi) 
fenómenos de adherencia (manoproteínas), 
(vii) interacción con ligandos del hospedador 
(manoproteínas), y (viii) la presentación de 
antígenos, inductores y moduladores de la 
respuesta inmune celular y humoral 
(manoproteínas, glucano). En este último as­
pecto cabe destacar la considerable atención 
que ha recibido el manano, debido a que es el 
principal constituyente con carácter antigé- 
nico, y en este sentido la especificidad de los 
serotipos A y B de este hongo (Hasenclever 
y Mitchell 1964a, b), viene conferida por pe­
culiaridades estructurales de dicho compo­
nente (Kogan et al., 1988; Sunayama, 1970; 
Suzuki y Usuyama, 1971).
Determinar el papel que juegan los com­
ponentes macromoleculares presentes en la 
pared celular, o de forma más genérica, en la 
superficie celular, de C. albicans en el esta­
blecimiento de un proceso patológico ha me­
recido la atención de varios grupos de inves­
tigación (Douglas, 1987a; Poulain et al., 
1985; Reiss, 1986), puesto que diferentes
propiedades, actividades y manifestaciones 
biológicas ligadas a la superficie de las células 
del hongo y moduladas por las moléculas pre­
sentes a este nivel como son, entre otras, la 
existencia de adhesinas, la hidrofobicidad de 
la superficie celular (HSC) y la variación anti- 
génica, han sido identificadas como factores 
de virulencia (Calderone y Braun, 1991; 
Cutler, 1991; Douglas, 1985, 1987a, b; 
Guentzel et a l , 1985; Hazen, 1990; Hazen y 
Hazen, 1988; Hostetter, 1994b; Poulain et 
al., 1982, 1985). La expresión de adhesinas 
es a su vez un factor que modula la capacidad 
de las células de C. albicans para interaccio- 
nar con y adherirse a diferentes tipos de su­
perficies biológicas y/o inertes, y hay que te­
ner presente que el requisito esencial para que 
tenga lugar una infección microbiana es, en 
último término, la adhesión del agente pató­
geno a los tejidos o células del hospedador. 
En consecuencia, este aspecto tiene una es­
pecial importancia en el contexto de C. albi­
cans como organismo patógeno.
1.3. Factores de virulencia en C  albi­
cans
Los factores de virulencia expresados por 
C. albicans varían en función de la vía de pe­
netración del microorganismo en el hospeda­
dor, el estadio concreto del proceso infeccio­
so, y la naturaleza de la respuesta por parte 
del hospedador. Por otro lado, los atributos 
biológicos fúngicos necesarios para que tenga 
lugar la colonización o adhesión a los tejidos 
endoteliales no son los mismos que los res­
ponsables de la penetración a través del epite­
lio, y de hecho, ningún factor parece ser de­
terminante exclusivo de la virulencia, ya que 
no todos se expresan en ninguna de las etapas 
o estadios de la infección (Cutler, 1991; 
Hostetter, 1994b; Odds, 1994).
Los factores de virulencia más importantes 
que pueden estar implicados en la invasión del 
hospedador por las células de C. albicans son
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los siguientes: (i) elevada frecuencia de va­
riabilidad fenotípica, (ii) formación de hifas o 
tubos germinativos, (iii) hidrofobicidad de la 
superficie celular (HSC), (iv) el mimetismo 
molecular (es decir la expresión de compo­
nentes superficiales que posean homología 
con moléculas del hospedador), (v) produc­
ción de exoenzimas hidrolíticos, y (vi) expre­
sión de adhesinas y receptores superficiales 
para ligandos de los tejidos animales (Cutler, 
1991; Odds, 1994).
Algunos de estos factores no se expresan 
en otras especies del género Candida, o bien 
difieren cualitativa o cuantitativamente de los 
encontrados en C. albicans, lo que podría 
relacionarse con una menor virulencia de di­
chas especies.
1.3.1. Variación fenotípica
C. albicans es capaz de invadir una gran 
diversidad de tejidos humanos, eludir en mu­
chas ocasiones los tratamientos antifúngicos, 
así como el sistema inmunitario, e infectar un 
espectro amplio de huéspedes inmunocom- 
prometidos. Si tenemos en cuenta que C. al­
bicans es un organismo diploide, que carece 
de fase sexual (o ciclo meiótico), o al menos 
la misma no es conocida, es difícil imaginar el 
mecanismo mediante el cual este hongo puede 
obtener la diversidad gentica que, aparente­
mente, es la base de su éxito biológico 
(Slutski et al., 1985).
La respuesta a este problema pudiera 
hallarse en el descubrimiento de la capacidad 
que C. albicans tiene para expresar espontá­
neamente, tanto "in vitro" como "in vivo" y 
con una elevada frecuencia, diferentes fenoti­
pos, los cuales pueden distinguirse fácilmente 
por la morfología de las colonias que se for­
man sobre un medio sólido adecuado 
(Martínez et a l,  1990; Slutski et al., 1985, 
1987; Solí etal., 1987; Solí, 1992).
David Solí y colaboradores en la Univer­
sidad de Iowa han identificado tres sistemas 
de variación fenotípica en C. albi- cans, y 
sugieren que este hecho tendría extraordina­
rias implicaciones en la patogenicidad del 
hongo, ya que la variación fenotípica no es 
sólo un fenómeno de laboratorio, sino que 
también ocurre in vivo. Solí et al. (1987), 
estudiaron este fenómeno en 11 pacientes con 
candidiasis vaginal aguda, comprobando que 
en el lugar de la infección se detecta la varia­
ción fenotípica con una elevada frecuencia. 
Estas observaciones refuerzan la suposición 
inicial (Slutsky et al., 1985) según la cual el 
fenómeno de la variación fenotípica podría 
jugar un papel importante en la manifestación 
del carácter patógeno, al conferir a la célula la 
capacidad para, (i) desarrollar resistencia a los 
agentes anti-fúngicos, (ii) invadir nuevos teji­
dos o localizaciones en el individuo infectado, 
(iii) detectar cambios desfavorables en las 
condiciones ambientales del organismo afec­
tado, y (iv) evadir la acción del sistema in­
munitario, al inducir cambios en la composi­
ción antigénica, probablemente a nivel de la 
superficie (pared) celular (Martínez et a l, 
1990; Solí e ta l ,  1987; Solí, 1992).
1.3.2. Formación de hifas
La capacidad de C. albicans para crecer en 
forma de levadura o de micelio (dimorfismo) 
es una característica que se relaciona directa­
mente con el carácter patógeno del hongo. El 
hecho de que la formación de micelio sea la 
única propiedad reproducible conocida que 
diferencia a C. albicans del resto de las espe­
cies del género Candida, ha inducido a mu­
chos autores a establecer una relación entre 
dicha característica biológica y el marcado 
carácter patógeno de esta especie. Esta corre­
lación se ha generalizado hasta el punto de 
considerar la aparición de formas de micelio 
en heces, orina, o frotis de la mucosa oral o 
vaginal como diagnóstico claro de candidiasis
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(Odds, 1988). Hay que indicar que las formas 
de levadura y micelio se detectan simultánea­
mente en los tejidos infectados y algunos au­
tores han implicado a la fase levaduriforme 
como la entidad más virulenta (Mardon et 
al., 1975; Saltarelli et a l,  1975). No obstan­
te, la presencia de la forma micelial está direc­
tamente relacionada con la aparición del pro­
ceso infeccioso, sobre todo en los cuadros de 
tipo sistémico o diseminado (Marrie y Cos- 
terton, 1981; Scherwitz, 1982)
Se han propuesto diferentes hipótesis para 
justificar el carácter invasivo de la forma mi­
celial entre las que cabe mencionar (i) la ma­
yor facilidad por parte de las hifas para pene­
trar en los tejidos, (ii) una mayor resistencia 
de los filamentos miceliales a la fagocitosis, 
principalmente por impedimentos de tipo es­
tético, y (iii) la aparición de cambios en las 
propiedades superficiales del micelio.
Ensayos de adherencia realizados "in vitro" 
entre células de C  albicans y células huma­
nas de epitelio bucal han revelado que el 
grado de adherencia a las células del huésped 
está relacionado con la emisión del tubo 
germinativo (Kimura y Pearsall, 1978, 
1980). En individuos sanos, las blastosporas 
de C. albicans pueden colonizar pliegues de 
la piel, las mucosas y el tracto gastrointesti­
nal, pero en general muestran una escasa ad­
herencia a los tejidos en estas determinadas 
localizaciones. Sin embargo, la emisión del 
tubo germinal por parte de la blastospora, se 
traduce en un incremento considerable de la 
capacidad de fijación de las células del hongo 
a las células animales. Este fenómeno ha sido 
observado en condiciones de laboratorio, 
pero se ha postulado que la formación de los 
tubos germinales sería un factor decisivo para 
inducir el proceso invasivo patológico "in 
vivo " (Sobel et al., 1984).
Mediante observación al microscopio 
electrónico se ha puesto de manifiesto que la
ultraestructura de la pared celular experi­
menta cambios durante la transición morfo­
lógica de levadura a micelio (Cassone et a l , 
1979; Scherwitz et al, 1978). Además, el es­
pesor de la pared de las hifas es aproximada­
mente la mitad del de la pared de las células 
levaduriformes. Sin embargo, la naturaleza 
química de los constituyentes de la pared 
(glucano, quitina y manano) es similar en am­
bas formas, aunque la proporción de los dis­
tintos polisacáridos y la composición protei­
ca, así como la cinética de formación de los 
polímeros de la pared varían entre ambas 
morfologías (Chattaway et a l , 1968; Elorza 
et al., 1983).
En este contexto, aunque apenas se han 
encontrado diferencias en lo que respecta al 
contenido en glucano y lípidos (Sheperd et 
al., 1985; Sundaram et a l ,  1981; Yamagu- 
chi, 1974) ni a la composición de aminoáci­
dos de las proteínas de la pared celular de 
ambas formas (Chaffin y Stocco, 1983), la 
pared de la forma micelial posee aproxima­
damente cuatro veces ms quitina que la pared 
de las blastosporas, aumento que va acompa­
ñado simultáneamente por una notable re­
ducción en la cantidad de manano (Chatta­
way et a l , 1968; Elorza et a l , 1983; 
Sheperd et al., 1985; Sullivan et al., 1983). 
Dado el alto poder inmunogénico del mana- 
no, el hecho de que la pared celular de la 
forma micelial presente un bajo contenido en 
este componente, sugiere que la adopción de 
esta morfología por parte del hongo tendría 
por objeto el evitar la formación masiva de 
anticuerpos por parte del huésped, facilitando 
así la expresión del carácter invasivo y pató­
geno de C. albicans (Elorza et a l, 1983; 
Rico et a l,  1982).
En cualquier caso, los estudios llevados a 
cabo hasta hoy día sugieren que existen pocas 
diferencias, en cuanto a composición de la 
pared se refiere, entre las dos morfologías del
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hongo, habiéndose encontrado solamente al­
gunas manoproteínas que parecen ser especí­
ficas de una u otra morfología (Casanova et 
al., 1989, 1991; Fukayama y Calderone, 
1991).
1.3.3. Hidrofobicidad de la superficie 
celular: interacciones de tipo físico-quími­
co en los procesos de reconocimiento y ad­
hesión
Las interacciones de tipo electrostático y 
las fuerzas hidrofóbicas que dependen en úl­
timo término de las características fisico­
químicas de la superficie celular juegan un 
importante papel en los fenómenos de adhe­
sión entre células y también en las interaccio­
nes entre las células y diversos sustratos 
inertes. En ambos casos las interacciones 
mediadas por carga eléctrica o hidrofobicidad 
se producen a largas distancias, por lo que 
desempeñan un papel fundamental en los es­
tadios más iniciales de los fenómenos de ad­
herencia. Por ser las mejor conocidas y jugar 
probablemente un papel más importante en 
los procesos de adhesión, seguidamente se 
comentarán aspectos relativos a las fuerzas 
hidrofóbicas. La hidrofobicidad de la superfi­
cie celular (HSC) de C. albicans le permite al 
hongo adherirse a los materiales plásticos uti­
lizados para fabricar catéteres, sondas y pró­
tesis de muy diversa índole (Jacques et al., 
1986; Klotz et a l,  1985; Minagi et a l,  1985; 
Rotrosen et a l,  1986), motivo por el cual 
estos objetos pueden convertirse eventual­
mente en una vía importante a través de la 
cual el hongo puede invadir el organismo del 
hospedador, dando lugar a las formas más 
graves de la enfermedad que son las candi­
diasis de tipo sistémico o diseminado.
También parece que la HSC contribuye de 
modo importante a incrementar la capacidad 
de las células fungicas para adherirse a los te­
jidos del huésped, aunque no sea el principal 
factor intrínseco de aquellas que interviene en
la adherencia del hongo a las células epitelia­
les (Hazen, 1989; Hazen et al., 1991; Klotz 
y Penn, 1987; M acura, 1987), puesto que en 
dicho proceso participan varios mecanismos 
entre los que cabe destacar, además de las 
interacciones de tipo hidrofóbico, las de tipo 
electrostático y, las más importantes, aquellas 
que implican el reconocimiento específico 
entre las adhesinas existentes en la superficie 
de las células fungicas y los receptores pre­
sentes en las células de los tejidos del orga­
nismo infectado (Calderone y Braun, 1991; 
Klotz y Penn, 1987). En este contexto se ha 
sugerido que las interacciones hidrofóbicas 
contribuirían a favorecer la formación y a pre­
servar la integridad de los enlaces entre las 
adhesinas y sus receptores (Rotrosen et al.,
1986), ya que estos últimos sólo se establecen 
a cortas distancias, mientras que al ser capa­
ces de interaccionar a mayores distancias in­
tercelulares y tener carácter reversible (Isra- 
elachvili y McGuiggan, 1988) las fuerzas de 
naturaleza hidrofóbica contribuirían a crear un 
entorno adecuado para incrementar el número 
de uniones entre adhesinas y receptores 
(Hazen, 1989).
En general, la superficie de las hifas es 
fuertemente hidrofóbica independientemente 
del estatus que posea la levadura a partir de la 
cual se ha originado dicha hifa (Hazen y 
Hazen, 1987; López-Ribot et al., 1991, 
1994), observación que es consustancial con 
el mayor carácter invasivo que aparentemente 
se ha atribuido al micelio. Sin embargo, y 
pese al reconocimiento que se ha hecho en 
todos estos estudios sobre el importante papel 
que la HSC parece jugar en diferentes aspec­
tos de la biología y patogenicidad de C. albi­
cans, son prácticamente desconocidas las ba­
ses fisiológicas y bioquímicas en las que re­
side esta propiedad de las células de C. albi­
cans:, si bien se han identificado una serie de 
componentes polipeptídicos de bajo-medio
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peso molecular que se liberan de la pared ce­
lular de las células del hongo tras digestión 
enzimática con glucanasas o tratamiento con 
agentes reductores (2-mercaptoetanol), que 
podrían ser responsables del carácter hidro- 
fóbico que eventualmente exhiben las células 
de C. albicans (Hazen et al., 1990; López- 
Ribot et a l , 1991).
1.3.4. Mimetismo molecular
En teoría, la capacidad de un microbio 
para sintetizar o adquirir una cubierta super­
ficial formada por moléculas que mimetizen 
componentes de los tejidos del hospedador, 
representa un factor de virulencia puesto que 
una cubierta de tal naturaleza haría que el 
patógeno fuese menos reconocible como algo 
extraño por los mecanismos defensivos del 
hospedador. Sólo hay alguna evidencia indi­
recta de que tal fenómeno pueda darse en C. 
albicans. El grupo de Jean-Marcel Senet 
(Robert et al., 1991) ha encontrado que al 
poco tiempo de encontrarse en el torrente cir­
culatorio, las células del hongo se recubren de 
plaquetas, las cuales interaccionan con C. al­
bicans a través de un receptor para fibrinó- 
geno. La unión de las plaquetas es una res­
puesta del hospedador frente al hongo, pero 
el hecho de que dicha unión esté mediada por 
un receptor de aquél, permite especular que 
una gruesa capa de plaquetas representaría un 
excelente camuflaje ante los mecanismos de­
fensivos del organismo infectado. Aunque es 
un área de estudio realmente interesante, el 
diseño de aproximaciones experimentales 
para verificar el papel del mimetismo molecu­
lar como factor de virulencia, no debe ser 
fácil.
1.3.5. Enzimas líricos
C. albicans y otras especies de Candida 
no secretan enzimas líticos con especificidad 
de sustrato tal y como ocurre en algunas bac­
terias, sino que secretan o expresan en su su­
perficie hidrolasas capaces de actuar sobre un 
amplio espectro de sustratos, lo que facilita la 
invasión de los distintos tipos celulares.
Entre los enzimas líticos de C. albicans se 
encuentran lipasas, fosfolipasas, una protei- 
nasa y una fosfomonoesterasa ácida. De todas 
ellas la mejor caracterizada es la aspartil pro- 
teinasa, una enzima capaz de degradar super­
ficies epiteliales y endoteliales y promover la 
penetración del hongo (Borg y Ruchel, 
1988; Ganesan et a l , 1991). La existencia 
de dicha proteinasa en una célula es impor­
tante para su capacidad infectiva ya que se ha 
comprobado que mutantes deficientes en di­
cha enzima son menos virulentos que sus co­
rrespondientes cepas progenitoras (Ruchel, 
1981; K won-Chungetal., 1985.).
1.3.6. La adhesión como factor de viru­
lencia
Numerosos estudios clínicos han sugerido 
una estrecha relación entre la adhesión y co­
lonización in vivo con la consiguiente viru­
lencia o patogenicidad. La correlación entre 
colonización e invasión indica que el potencial 
invasivo de las especies de Candida refleja su 
habilidad para unirse al huésped humano 
(Hostetter, 1994b).
Las interacciones adhesivas más importan­
tes entre el organismo invasor y el huésped 
son las que se producen entre proteínas del 
hongo y la célula que se va a infectar, aunque 
existen otras en las que están implicadas di­
versas manoproteínas que reconocen una gran 
variedad de carbohidratos sobre células epite­
liales, endoteliales o en grupos antigénicos de 
la sangre (interacciones tipo lectina).
Se ha descrito que las estrategias de ad­
hesión en bacterias y eucariotas son diferentes 
(Beachey, 1981; Hostetter, 1994a). En las 
primeras, como es el caso de las especies de 
Yersinia (Fig.I.l, panel A), la interacción se 
produce entre carbohidratos o proteínas del
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Fig.1.2. Dominios funcionales de las integrinas 02 en células de mamíferos 
(izquierda) y posibles dominios funcionales en C. albicans (derecha).
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huésped (p.ej integrinas pi receptoras de fi- 
bronectina) y moléculas de la superficie de la 
bacteria (invasina). Sin embargo en el caso de 
los eucariotas patógenos tales como C. albi­
cans, los receptores se localizan en la super­
ficie del hongo y median la adhesión por el 
reconocimiento de proteínas de la matriz ex- 
tracelular (MEC) sintetizadas por el huésped 
(Fig 1.1, panel B) (Calderone, 1993; Ruos- 
lahti y Pierschbacher, 1987)
Tanto en las interacciones proteína-pro- 
teína como en las tipo lectina, el microorga­
nismo puede interaccionar con las células del 
huésped para iniciar la enfermedad y a pesar 
de las distinciones bioquímicas implicadas en 
cada una de ellas, existen algunos aspectos 
comunes a la adhesión de Candida que pue­
den resumirse en tres puntos:
1- Todas las proteínas adhesivas son pro­
teínas de la superficie celular (a excepción 
del factor 6) y probablemente manoproteínas, 
como se demuestra por su susceptibilidad a 
varios enzimas proteolíticos tales como la 
Tripsina, Pronasa y Zimoliasa (Calderone y 
Braun., 1991). Las evidencias sugieren que 
las adhesinas residen en la capa fibrilar más 
externa (Yu et al., 1994a).
2- Las células viables se adhieren más fá­
cilmente que las células muertas por calor o 
formalina (Kimura y Pearsall, 1978; Sobel 
et a l,  1981), lo que sugiere que dichas pro­
teínas son susceptibles a la desnaturalización 
por calor o por reactivos químicos.
3- Las hifas y pseudohifas poseen más ca­
pacidad adhesiva que las células levadurifor- 
mes del mismo aislado (Kimura y Pearsall, 
1978; Samaranayake y McFarlane, 1982). 
Esto sugiere la existencia de un mayor núme­
ro de estas moléculas en los tubos germinati­
vos con respecto a las encontradas en células 
levaduriformes.
Por otro lado todos los factores de viru­
lencia comentados anteriormente producen 
variables en el estudio de la adhesión. Ade­
más intervienen:
1- la especie de Candida que se estudie 
(Heindenreich, et al; 1985).
2- La superficie a la cual se adhiere 
(Rotrosen, et al; 1986).
3- Los componentes del medio de cultivo 
del hongo (Merkel 1992).
4- El tipo de ensayo empleado.
5- La especificidad del tipo de tejido puede 
además jugar un papel importante en el hecho 
de que existan diferentes mecanismos de ad­
hesión y distintos tipos de ligando entre célu­
las epiteliales (Douglas, 1987, Brassart, et 
al; 1991) y endoteliales (Calderone, et al; 
1988).
A continuación pasaremos a describir bre­
vemente los tipos de interacción proteína- 
proteína encontrados en C. albicans.
n.3.6.1. Receptores tipo integrina
Las integrinas son heterodímeros forma­
dos por subunidades a  y P que se expresan 
como proteínas transmembrana en una amplia 
gama de células animales incluidas las endo­
teliales y los leucocitos (Abelda y Buck, 
1990; Hynes, 1992; Marcantonio y Hynes,
1988). Cada subunidad presenta un dominio 
amino-terminal extracelular y un dominio car- 
boxi-terminal, localizado intracitoplasmáti- 
camente, que interacciona con el citoesque- 
leto (Fig.1.2). Las integrinas se agrupan en 
base a sus cadenas P (Hostetter, 1994a). Las 
cadenas a  y P cooperan en el reconocimiento 
y unión de ligandos de integrina tales como el 
fibrinógeno, la fibronectina o la laminina en la 
MEC (Bednarczyk et al., 1994). Muchos de 
estos ligandos se distinguen por su secuencia 
RGD (Arg-Gly-Asp) (Ruoslahti y Piersba-
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A) y eucariotas (panel B).
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cher, 1987). En este contexto, cada vez son 
mayores las evidencias de que C. albicans se 
une a componentes de la matriz extracelular 
vía secuencias RGD, como se comentará más 
tarde. Además se han descrito proteínas en C. 
albicans que exhiben similitudes antigénicas y 
funcionales a los receptores para la proteína 
del complemento iC3b, denominados CR3 y 
CR4. Estos son conocidos como análogos de 
integrinas debido a su localización dentro de 
la familia de los supergenes de integrina 
(Hostetter et al., 1990). La primera evidencia 
de la existencia de análogos de integrina en C. 
albicans la propusieron Heindeinreich, et 
al.,, 1985, los cuales determinaron que los 
iC3b y C3d formaban rosetas con C. albicans 
tanto en forma de levadura como de micelio 
(Hostetter, 1994b).
La presencia de análogos de integrina en 
especies de Candida da luz a dos importantes 
correlaciones. En primer lugar, como las inte­
grinas de células de mamífero reconocen se­
cuencias RGD en los ligandos de la MEC, los 
análogos de integrina pueden mediar la adhe­
sión por el mismo mecanismo bioquímico. En 
segundo lugar, la evidencia de unas relaciones 
significativas entre los análogos de integrina 
en levaduras y sus correspondientes células de 
mamífero, podrían aportar puntos de vista 
críticos en la evolución y función de estas 
proteínas eucariotas complejas.
I.3.6.2. Receptores tipo no-integrína
También se han identificado receptores de 
moléculas de la MEC de tipo no integrina, 
entre los que de encuentra el receptor de la- 
minina humano de 67 kDa (67 LR) y su pre­
cursor de 37 kDa (37 LR), los cuales se unen 
a laminina con alta afinidad (Castronovo et 
al., 1990, 1991 y Rao et al., 1989). Además 
existen datos que apuntan hacia la existencia 
de otras proteínas de tipo no-integrina 
(Mercurio y Shaw, 1991), que poseen ca­
pacidad de unión a laminina. Este es el caso
de la elastina de 67 kDa, distinta de la ante­
riormente descrita (Mecham et al., 1989), 
de la cranina (Smallheiser y Schwartz, 
1987) y de los receptores de laminina presen­
tes en los hepatocitos (Clement, et al.,
1990).
1.3.6.3. Receptores de fíbrinógeno y 
ctras proteínas séricas
C. albicans posee capacidad para unirse a 
fíbrinógeno de forma específica así como a 
otras proteínas del suero humano, tales como 
la transferrina o la albúmina (Boulai, et al., 
1987; Page y Odds, 1988; Tronchin et a l,
1987). Además ha identificado una manopro- 
teína de 58 kDa con actividad de unión a fi- 
brinógeno tanto en células levaduriformes 
como miceliales (López-Ribot, et al; 1992) y 
experimentos utilizando fíbrinógeno marcado 
con 1251 han cuantificado la fuerte unión de 
ligando por parte de los tubos germinativos 
(Boulai, et al; 1987) en comparación con las 
células crecidas en forma de levadura.
1.3.6.4. Receptores de componentes de 
la matriz extracelular
Los tejidos no están compuestos por célu­
las aisladas sino que estas se encuentran in­
mersas en la matriz extracelular (MEC), un 
entramado complejo que sirve de soporte a 
las células y determina la arquitectura de los 
tejidos. La MEC abunda en tejidos conectivos 
tales como la piel, cerebro, espina dorsal y 
huesos, en los que se encuentra calcificada, e 
interviene en el desarrollo, migración, forma­
ción y funcionamiento metabólico de las célu­
las que rodea. La MEC se encuentra princi­
palmente compuesta por glicosaminoglicanos, 
en forma de proteoglicanos y proteínas fibro­
sas, que se agrupan en proteínas estructurales 
(colágeno, elastina) y adhesivas (fibronectina, 
laminina). En la interfase entre el epitelio y el 
tejido conectivo la ECM forma la lámina ba- 
sal, una capa muy fina cuyo componente ma-
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yoritario es la laminina, que juega un papel 
muy importante en el comportamiento celular.
Se han descrito una gran variedad de re­
ceptores en C. albicans de componentes de la 
MEC, entre los que cabe destacar los recep­
tores para laminina (Bouchara et n/., 1990) y 
la unión a fíbronectina (Skerl et al., 1983) y a 
colágeno tipo IV (Klotz, 1990).
1.4. Modelo de los factores de virulencia 
de Candida
Todos los conocimientos ateriormente ex­
puestos pueden unificarse en un modelo 
(Odds, 1994) en el cual la expresión de cada 
factor particular por parte del hongo sea de 
interés en un paso individual del proceso in­
feccioso (Fig.1.3). Así, en cada etapa, la ca­
pacidad de las células para crecer y diversifi­
car su fenotipo juega un papel fundamental en 
el establecimiento de la infección.
1.5. Estrategias en el estudio de la adhe­
sión
El aislamiento y/o identificación de proteí­
nas de C. albicans implicadas en la adhesión 
(moléculas con actividad de unión a ligando, 
etc.) requiere un paso previo que consiste en 
solubilizarse ha realizado mediante el uso de 
diversas técnicas, las cuales han permitido 
solubilizar de forma individualizada los distin­
tos componentes de la pared celular. En 
nuestro estudio dichos componentes fueron 
solubilizados con dos agentes solubilizantes 
como el 2-mercaptoetanol (2-ME), un agente 
reductor que libera componentes superficiales 
del hongo unidos mediante puentes disulfuro 
(Chaffin y Stocco, 1983), y a zimoliasa, una 
P-glucanasa capaz de romper la estructura de 
la pared celular, precediéndose finalmente al 
lisado de los protoplastos, obtenidos tras so- 
lubilización con Zimoliasa.
Una vez obtenidos los diferentes extractos 
antigénicos existen numerosas técnicas que
permiten aislar un determinado componente 
antigénico. La mayoría de ellas se basan en la 
separación de dicho componente por una ca­
racterística particular de esa molécula que no 
posean el resto de especies del extracto. Uno 
de los métodos más utilizados es la cromato­
grafía de afinidad. En este tipo de cromato­
grafía se fijan a la matriz de una columna an­
ticuerpos monoclonales o proteínas que ac­
túan de ligando (C3b, fíbronectina, etc.) y se 
eluyen mezclas complejas (suero, extractos 
antigénicos, etc), quedando retenido en la 
matriz el ligando o receptor correspondiente a 
la proteína fijada.
Otra de las técnicas empleadas es la inmu- 
notransferencia (Towbin et a l , 1979), en el 
cual los ligandos de interés (fíbrinógeno, la- 
minina o GPIIb, GPIIIa) usados como sonda 
marcada o sin marcar junto con un anticuerpo 
dirigido hacia el ligando, reaccionan con ex­
tractos inmunotransferidos de C. albicans.
A pesar de esto, la unificación de las ob­
servaciones descritas para los distintos recep­
tores siguiendo los métodos comentados an­
teriormente requiere estudios posteriores, ya 
que las proteínas caracterizadas a partir de es­
tas metodologías, pueden tener múltiples si­
tios de unión a ligando; los datos indican que 
la laminina, C3b y el fíbrinógeno se unen 
cada uno a una proteína de 60 kDa, pero 
hasta que no se tengan datos disponibles de 
secuenciación de estos receptores, no sabre­
mos si se trata de una única proteína o de va­
rias con pesos moleculares similares 
(Calderone, et al; 1993). Por ello las futuras 
estrategias deberían centrarse en el aisla­
miento y caracterización de genes que codifi­
can para estas proteínas.
La carencia de ciclo sexual en C. albicans, 
así como el carácter diploide de su genoma ha 
limitado la realización de estudios genéticos 
(Scherer y Magee, 1990), aunque actual­
mente se dispone de técnicas para el clonaje
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ETAPA 1:
adhesión epitelial y 
colonización
ETAPA 2:
penetración epitelial 
ETAPA 3:
invasión vascular y 
diseminación
ETAPA 4:
adhesión endotelial y 
penetración a tejidos
Formación de tubos germinativos 
Adhesinas 
Hidrofobicidad
Formación de tubos germinativos
Adhesinas 
Enzimas líticos
Formación de tubos germinativos 
Enzimas líticos
Mimetismo molecular 
Enzimas líticos
Fig.1.3. Esquema de los estadios de la infección por Candida. A la derecha de cada 
etapa se indican los posibles factores de virulencia involucrados.
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de genes, cariotipado electroforético y dis- 
rupción génica desarrolladas para dicho 
hongo (Jenkinson et al., 1988; Kurtz et 
al., 1988; Rosenbluh et al., 1985; Lott et 
al., 1989; Smith et al., 1988; Gow et al., 
1993b)
1.6. Patología y diagnóstico de las can­
didiasis
Las micosis producidas por Candida pue­
den clasificarse según la zona del cuerpo a la 
que infecten: las micosis superficiales que son 
rápidamente diagnosticadas y responden bien 
a la terapia y las micosis sistémicas que se 
caracterizan por una invasión interna de los 
órganos del cuerpo.
Las candidiasis superficiales más comunes 
son la oral y la vaginal y los síntomas suelen 
ser característicos pero no únicos y requieren 
la confirmación microbiológica. Como Can­
dida es un comensal humano común, su ais­
lamiento de zonas superficiales no es indica­
tivo de infección en términos clínicos hasta 
que se asocia a un síntoma o signo caracterís­
tico del hongo.
El método de diagnóstico más común de 
dichas candidiasis consiste en un alto índice 
de sospecha clínica, empleo de cultivos en 
sangre (Musial et al., 1988) y biopsia de teji­
dos infectados. Dependiendo de la modalidad, 
estas aproximaciones pueden perder sensibili­
dad, ser positivas solo en más avanzadas eta­
pas de invasión y ser negativas en pacientes 
deprimidos.
La candidiasis sistémica o diseminada afec­
ta principalmente a dos tipos de huéspedes: 
pacientes severamente inmunodeprimidos que 
poseen un tumor sólido o una alteración he- 
matológica y que son granulocitopénicos de­
bido a una terapia citotóxica y pacientes no 
oncológicos, especialmente aquellos que han 
sufrido una intervención cardiaca o abdominal 
(Fraser et a i, 1992 y Komshian et al.,
1989). En estos la respuesta inmune puede 
estar debilitada por una terapia corticosteroi- 
de. C. albicans es el responsable de más de la 
mitad de los casos de candidiasis diseminada.
La infección por especies de C. albicans, 
C. tropicalis y C. krusei se asocia habitual­
mente a neutropenia, ya que son capaces de 
colonizar conductos gastrointestinales. Por el 
contrario, la infección por C. parasilopsis 
esta adaptada para colonizar la piel y se en­
cuentra frecuentemente cuando existe un ca­
téter central. La mortalidad asociada a candi­
diasis diseminada es alta, habiéndose publi­
cado un porcentaje que oscila desde un 57% a 
un 79%. (Fraser et al., 1992 y Meunier- 
Carpentier et a l, 1981). La razón de esta 
elevada mortalidad es la dificultad que se en­
cuentra para hacer el diagnóstico, la cual 
surge por dos vías: el problema de distinguir 
entre la colonización clínicamente insignifi­
cante e infección invasiva (Greenfield et a l, 
1983) y el riesgo de la quimioterapia antifún- 
gica (Jones 1980).
Los hemocultivos siguen dando solo resul­
tados positivos en un porcentaje bajo de los 
casos, a pesar de que últimamente se han 
mejorado los medios de cultivo incrementán­
dose el aislamiento de especies de Candida de 
la sangre respecto a los medios que existían 
anteriormente, lo que permite un diagnóstico 
más eficaz (Hopwood y W arnock, 1987).
Aunque algunas infecciones fungicas res­
ponden bien a medidas tales como la mejora 
nutricional del huésped o a una eliminación de 
factores favorecedores de la infección, en el 
caso de la candidiasis es más común el uso de 
antifúngicos como medida de tratamiento 
(Fox, 1993).
Aproximaciones al diagnóstico de la 
candidiasis
Así pues, el reto para métodos innovado­
res de laboratorio es aportar evidencias de la
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infección lo más rápidamente posible, ya que 
la terapia antifungica temprana es crítica para 
reducir la mortalidad en pacientes con candi- 
diasis diseminada.
El siguiente esquema resume las modalida­
des de diagnóstico convencional y de labora­
torio para la candidiasis invasiva.
DIAGNÓSTICO CONVENCIONAL
-Evaluación clínica.
-Detección fungica.
-Identificación histopatológica de candi­
diasis invasiva
DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO
-Amplificación del DNA de Candida por 
PCR
- Detección de metabolitos de Candida.
- Detección de antígeno de Candida.
A) Antígenos de la superficie celular.
B)Manano de pared celular.
C)Antígenos de membrana.
D)Antígenos citoplásmicos.
- Detección de anticuerpos A-Candida.
El alto índice de sospecha clínica debe ir 
acompañado de la biopsia del tejido infec­
tado. El diagnóstico mediante detección his­
topatológica tiene la ventaja de que confirma 
inequívocamente la presencia de Candida y 
permite el empleo de terapias agresivas sin re­
servas relativas a la toxicidad. Sin embargo en 
la mayoría de los casos no es posible este tipo 
de tratamiento, por lo que los estudios actua­
les están dirigidos hacia métodos de diagnós­
tico que posean la sensibilidad alcanzada en
un laboratorio pero que puedan ser emplea­
dos en ambientes hospitalarios.
1.6.1 Amplificación del DNA de Can­
dida por PCR
La escasa literatura descrita sobre la diag­
nosis de candidiasis diseminada basada en la 
detección de DNA (Fox et aL, 1989), indica 
que la detección de especies de Candida en 
sangre puede ser limitada por la rápida elimi­
nación de los microorganismos de la circula­
ción sanguínea o las dificultades al emplear la 
técnica de PCR en muestras clínicas. (Reiss et 
a l 1993).
1.6.2. Detección de metabolitos de Can­
dida
Se han investigado técnicas para detectar 
metabolitos producidos por especies de 
Candida que normalmente no se encuentran 
en el suero humano, como por ejemplo maño­
sa y D-arabinitol. La sensibilidad en cromato­
grafía de gas-líquido para estos compuestos 
es del 39% y 26%-45%, respectivamente (De 
Repentigny et aL, 1985 y Bougnoux et a l,
1990). Esta técnica no es suficientemente 
sensible para fines clínicos, además de que la 
cromatografía gas-líquido es una técnica en­
gorrosa para ser realizada en laboratorios 
hospitalarios.
1.6.3. Detección de antígenos de Can­
dida
La estructura antigénica de Candida albi- 
cans se ha estudiado fundamentalmente por 
dos razones, la caracterización de antígenos 
útiles para mejorar la identificación de espe­
cies de Candida o cepas de Candida albicans 
y la identificación de antígenos para el diag­
nóstico de la infección. (Escuro et a l,  1989; 
Reboli et al., 1993; Strockbine et a l, 1984).
Los antígenos útiles para aplicaciones se- 
rológicas se identifican por aglutinación con 
antisuero obtenido contra componentes de la
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superficie celular, mientras que los empleados 
para diagnosticar infecciones profundas sue­
len ser antígenos citoplásmicos siempre que el 
huésped pueda provocar una respuesta humo­
ral suficiente cuando las células del hongo son 
destruidas por el huésped (Herent et a l , 
1992; Nelson et al 1991), lo que puede no 
ocurrir en individuos inmunodeprimidos.
1.6.3.1. Antígenos de la superficie celu­
lar
La pared celular de C. albicans no es una 
estructura antigénicamente constante sino di­
námica, y varía en respuesta a condiciones de 
crecimiento tanto in vivo como in vitro 
(Nelson, 1991)
La variabilidad antigénica de la superficie 
celular se relaciona con el manano y con dife­
rencias antigénicas entre cepas virulentas y 
avirulentas de C. albicans (Poulain et 
a l ,1919). La extracción de componentes de 
la superficie celular ha permitido el estudio de 
los componentes antigénicos mediante otras 
técnicas inmunológicas. Existe un gran núme­
ro de técnicas destinadas a la extracción de 
antígenos de la pared celular. Estas incluyen 
el calentamiento para solubilizar mananos 
(Peat et a l, 1961), el tratamiento con NaOH 
(Cassone et a l, 1978), la solubilización de 
componentes lipidíeos con cloroformo y me- 
tanol (Chattaway et a l, 1968), el trata­
miento con agentes reductores como el ditio- 
treitol o P-mercaptoetanol (Chaffin y Stoc- 
co, 1983), la utilización de enzimas (Gopal et 
a l, 1968; Sundstrom et a l, 1985) o el uso 
de detergentes.
Desde el punto de vista de utilización de 
antígenos en pruebas serológicas, la técnica 
más útil es aquella que libera los componentes 
de la pared celular sin modificar sus caracte­
rísticas antigénicas. Las extracciones con di- 
tiotreitol o P-mercaptoetanol, al reducir los 
puentes disulfúro de las proteínas, producen
la liberación de proteínas y de polisacáridos 
de las capas superficiales de la pared celular.
Para una caracterización global se proce­
dió al mareaje con biotina (Casanova et al, 
1992a) de las células levaduriformes intactas 
etiquetándose los componentes proteicos 
principales de la superficie celular. Posterior­
mente se llevó a cabo la extracción química 
con P-mercaptoetanol y enzimática con Zi­
moliasa de estos y finalmente se separaron en 
geles de SDS-Poliacrilamida, transfiriéndose a 
papel de nitrocelulosa sobre el cual se detec­
taron utilizando el complejo extravidin-pero- 
xidasa.
En los extractos obtenidos con tratamiento 
con 2-ME a partir de blastosporas y de 
blastosporas germinadas se pudieron detectar 
unas 21 bandas proteicas con masas molecu­
lares entre >650 y 13 kDa. Aunque había 
bastantes bandas comunes para ambas morfo­
logías, algunos componentes se detectaron de 
forma exclusiva en una de ellas (Casanova et 
al, 1992a).
Las proteínas solubilizadas mediante ex­
tracción con Zimoliasa a partir de células de 
ambas morfologías previamente tratadas con
2-ME también se resolvieron mediante la se­
paración electroforética dando lugar a un 
complejo conjunto cuyo rango de pesos mo­
leculares osciló entre 650 y 13 kDa. Además 
de bandas comunes para ambas morfologías 
del hongo, también se pudieron observar 
constituyentes específicos de forma en los 
materiales obtenidos mediante digestión con 
Zimoliasa (Casanova et a l, 1991).
Estos resultados coinciden en gran parte 
con los obtenidos en la extracción de compo­
nentes de la superficie celular de cada una de 
las cepas procedentes de aislados clínicos 
crecidas en forma de blastosporas y blastos­
poras germinadas.
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El interés que implica la detección de antí­
genos específicos de las células miceliales es 
grande, por la utilidad potencial que dichas 
observaciones pueden tener en el diseño de 
métodos específicos para el diagnóstico y se­
guimiento de las infecciones producidas por 
C. albicans, especialmente en las formas di­
seminadas o invasivas (Pontón et al., 1990).
I.6.3.2. Manano de pared celular
Entre los antígenos que circulan durante la 
infección con C. albicans se encuentran los 
carbohidratos superficiales de la pared celu­
lar, que constituyen una familia de heteroma- 
nanos. Las manoproteínas de la pared celular 
existen como complejos inmunes que se di­
socian antes de la detección de antígenos gli- 
cídicos y estos son estables y resistentes a la 
ebullición, pH ácido y tratamiento con pro- 
teasas. Además son lábiles al tratamiento con 
periodato y se unen a la Concanavalina A.
Utilizando antisueros adsorbidos con dis­
tintas cepas de C. albicans (Hasenclever et 
a l, 1961), se descubrieron mediante agluti­
nación dos serotipos que se denominaron A y
B. Aunque la mayor parte de los antígenos 
son comunes, el serotipo B tiene uno o más 
antígenos que no están presentes en el seroti­
po A. La existencia de un tercer serotipo, el
C, ha sido descrito por algunos autores 
(Tsuchiya et a l, 1974 y Muller et al, 
1969), pero se encuentra muy poco estudiado 
en la actualidad.
Diversos autores (Sunayama, 1970; 
Suzuky y Usuyama, 1971) han demostrado 
que las diferencias antigénicas entre los sero­
tipos A y B se encuentran en los mananos, 
habiéndose sugerido que la longitud de las 
cadenas laterales y la extensión de los enlaces 
podrían ser los responsables de estas diferen­
cias en la reactividad. Además, (Shibata et 
a l, 1986) se han comparado los mananos de 
la fase micelial y levaduriforme, observándose
que durante la filamentación se produce la 
supresión de una serie de enzimas relaciona­
das con la biosíntesis del manano, lo que da 
lugar a la formación de mananos que presen­
tan una estructura menos compleja y de me­
nos especificidad antigénica.
Históricamente el serotipo A ha sido con­
siderado el predominante entre las cepas cau­
santes de candidiasis y resultados entre 1961 
y 1980 indican la prevalencia del 70-90%. 
Recientes estudios indican la prevalencia de la 
infección oral con cepas del serotipo B res­
pecto al serotipo A en pacientes con S.I.D.A. 
Por ello, no se pueden establecer correlacio­
nes definitivas entre los serotipos y el tipo de 
candidiasis.
Seguido de la disociación de los complejos 
inmunes mediante cualquiera de los trata­
mientos citados que preservan la estructura 
del manano, este puede ser detectado en 
suero por R.I.A, E.L.I.S.A o R.P.L.A. Estos 
métodos dependen de la disociación de los 
complejos inmunes en los especímenes clíni­
cos, lo que hace difícil comparar curvas es­
tándar de manano expresado en nanogramos 
por mililitro, complicando así la interpretación 
del test. (Reiss et a l, 1993).
Existen tres factores que complican la de­
tección del manano en el suero: en primer lu­
gar se observan con frecuencia cantidades 
cercanas al límite inferior de detección de la 
mayoría de las técnicas serológicas, lo que 
hace necesario el empleo de técnicas de 
E.L.I.S.A. o R.I.A. En segundo lugar gran 
parte del manano circulante está ligado a IgG 
específica, incluyendo en individuos inmuno- 
deprimidos, y debe ser disociado de ella antes 
de que pueda detectarse el antígeno. En ter­
cer lugar el manano a menudo es eliminado de 
la circulación muy poco después de su intro­
ducción (Hopwood e ta l,  1987).
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Por todo lo descrito anteriormente puede 
comprenderse la importancia de C. albicans, 
y especialmente de la pared celular, en el 
diagnóstico de la candidiasis. Se han realizado 
numerosos estudios de caracterización de di­
cha pared así como de los procesos de dife­
renciación celular en el paso de levadura a 
micelio (Casanova et al., 1990).
1.6.3.3. Antígenos de membrana
Los componentes antigénicos de las 
membranas de Candida se encuentran poco 
estudiados y su utilización en el diagnóstico 
serológico de la candidiasis diseminada no 
parece muy interesante, ya que la reactividad 
de los pacientes con candidiasis es mayor 
contra antígenos citoplásmicos que contra 
antígenos de membrana (Walsh et al., 1991).
1.6.3.4. Antígenos citoplásmicos.
Los extractos citoplásmicos pueden servir 
de marcadores para la detección de candidia­
sis invasiva.
En la mayor parte de los trabajos (Pontón 
et al., 1990) dichos antígenos son obtenidos 
por rotura mecánica de la célula levaduri- 
forme tras eliminar los restos insolubles por 
centrifugación. Debido a ello, algunos de los 
antígenos encontrados pueden no pertenecer 
al citoplasma, y como los contaminantes pro­
vienen fundamentalmente de la pared celular, 
la obtención de protoplastos ha permitido 
obtener extractos citoplásmicos libres de an­
tígenos de pared. Entre estos antígenos y de­
bido a su fácil solubilización, el manano suele 
ser el contaminante mayoritario, habiéndose 
recurrido a su eliminación mediante el em­
pleo de cromatografía de afinidad utilizando 
concanavalina A.
Se han descrito muchos antígenos cito­
plásmicos, aunque solo unos pocos son de 
interés diagnóstico (M ohart et al., 1994) y la 
mayoría permanecen sin asociar a componen­
tes específicos del hongo (Nelson et al., 
1991).
En la actualidad dos de ellos son descritos 
como antígenos inmunodominantes, una pro­
teína de 48 kDa de actividad enolasa y otra de 
90 kDa que es un producto de degradación de 
una proteína "heat shock" (Walsh et a l, 
1991). La Enolasa es un enzima de la ruta gli- 
colítica producida por todas las especies de 
Candida. Esta enzima se encuentra presente 
en muchos pacientes de cáncer con candidia­
sis diseminada. Su detección requiere múlti­
ples muestras de suero y aunque es un buen 
marcador de invasión profunda incluso en los 
casos de fiingemia indetectable, no hay una 
previsión para la disociación de complejos 
inmunes solubles que contengan enolasa, lo 
que puede sesgar la sensibilidad del test. 
(Reiss et al., 1993).
Además destacan otros antígenos con ac­
tividades enzimáticas, tales como la glucosa- 
6-fosfato deshidrogenasa y la malato deshi- 
drogenasa, induciéndose una respuesta de an­
ticuerpos contra esta última durante la infec­
ción (Pontón et a l, 1990).
Aunque el interés diagnóstico de la detec­
ción del antígeno principal del citoplasma 
puede verse limitado por algunos problemas, 
su determinación podría tener interés pronós­
tico ya que se ha observado (Matthews et 
al., 1988) que los pacientes que no sobrevi­
ven a la infección por Candida no presentan 
anticuerpos contra este antígeno o disminuye 
su título durante la infección, mientras que el 
título aumenta en los pacientes que se recupe­
ran de la infección. Estos anticuerpos podrían 
además proteger a los pacientes con candi­
diasis mucocutánea crónica o con S.I.D.A de 
las infecciones diseminadas por Candida.
La detección de estos antígenos mediante 
pruebas de aglutinación de partículas de látex 
poliestireno (Lemieux et a l, 1990 y Herent
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et a l, 1992) presenta la ventaja de su rapidez 
y facilidad de realización. Sin embargo, la in­
terpretación de la prueba puede ser difícil ya 
que no existe un título de antígeno que per­
mita discriminar claramente a los individuos 
con infección sistémica por Candida 
(Matthews et a l, 1988).
Además se han descrito numerosos casos 
en los que la detección de antígeno falla irre­
mediablemente en el diagnóstico de la candi- 
demia (Phillips et a l, 1990 y Ruchel et a l, 
1989).
1.6.4. Detección de anticuerpos anti- 
Candida
La mayor parte de los pacientes con can­
didiasis sistémica producen anticuerpos pre­
cipitantes frente a extractos antigénicos cito­
plásmicos y de superficie. La detección de 
anticuerpos contra este antígeno es más es­
pecífica que la detección de anticuerpos anti- 
manano y su cuantifícación demostró que los 
títulos de anticuerpos eran superiores en pa­
cientes con candidiasis diseminada que en 
pacientes con candidiasis superficial, infeccio­
nes bacterianas o personas sanas (Au-Joung 
et a l , 1985).
Puede considerarse que para la detección 
de anticuerpos la técnica más ampliamente 
utilizada es el inmunoensayo enzimático 
(E.L.I.S.A.), debido a su sensibilidad y es­
pecificidad (Zoller et a l, 1991), aunque no se 
descartan otros como el inmunoblot 
(Ishiguro et a l, 1992) o la aglutinación con 
bolas de látex poliestireno (Baley et al., 
1985;Fung et al., 1986; Gentry et al., 
1983).
En todas ellas cuando se han realizado es­
tudios que incluyen tanto pacientes hospitali­
zados con y sin candidiasis, como controles 
sanos, la mayoría de ellos han mostrado una 
especificidad variable y ha sido prácticamente 
imposible determinar un título de anticuerpos
que sea indicativo de la infección por C. albi­
cans, por lo que para cada tipo de ensayo 
habrá que establecer un punto de corte que 
discrimine entre pacientes sanos y enfermos. 
La detección de anticuerpos anti-micelio 
puede ser de utilidad en el diagnóstico y se­
guimiento de la infección por C. albicans 
(Regulez et al., 1992).
Con todo lo expuesto anteriormente queda 
claro que ninguna técnica descrita hasta el 
momento es lo suficientemente sensible y 
precisa como para emplearla aislada del resto 
y que constituya una prueba fidedigna.
Sería muy útil disponer de una prueba 
sensible y específica para diagnosticar candi­
diasis invasiva en pocos minutos tras la eva­
luación de los pacientes. El mejor criterio 
para analizar la utilidad de una prueba si el 
tratamiento se inicia al obtener una prueba 
positiva y se suspende cuando la prueba es 
negativa. Hasta que se desarrollen técnicas 
que cumplan este criterio, debemos trabajar lo 
mejor posible con las que tenemos actual­
mente; en el caso de la candidiasis invasiva, 
las pruebas puede que no sean tan deficientes 
como se refiere habitualmente.
1.7. Objeto y justificación del trabajo
Los estudios que se describen en esta 
Memoria están incluidos dentro de una línea 
de investigación que nuestro grupo viene de­
sarrollando en los últimos años sobre la 
caracterización de componentes de la super­
ficie (pared) celular en C. albicans, con posi­
ble papel en la virulencia (receptores para li- 
gandos de los tejidos animales) y que pudie­
ran tener una utilidad potencial como marca­
dores antigénicos específicos para el diagnós­
tico de las candidiasis.
En consecuencia, y teniendo en cuenta los 
antecedentes bibliográficos comentados 
previamente, los objetivos planteados en el 
presente trabajo fueron los siguientes:
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1) Caracterizar tanto a nivel bioquímico 
(aislamiento, purificación, obtención de anti­
cuerpos policlonales monoespecíficos) como 
funcional (clonación de los genes correspon­
dientes) componentes proteicos y glicoprotei- 
cos presentes en la superficie celular de C. 
albicans que pudieran modular la interacción 
de las células füngicas con ligandos de la 
matriz extracelular de los tejidos animales, 
centrándose específicamente en la laminina.
2) Llevar a cabo un estudio comparativo 
de la composición antigénica asociada a la 
pared celular tanto en una cepa de referencia 
como en diferentes cepas de C. albicans de 
origen clínico creciendo a 28°C y 37°C, con 
objeto de definir marcadores antigénicos que 
se expresen de forma generalizada.
3) Analizar la respuesta del sistema inmune 
frente a los antígenos presentes en la pared 
celular del hongo, bajo diferentes enfoques. 
Por un lado se se procedería a detectar anti­
cuerpos (IgG) específicos en individuos con 
candidiasis diagnosticada mediante criterios 
microbiológicos clásicos, y por otro se inten­
taría poner de manifiesto la presencia de di­
chas moléculas como antígenos circulantes, 
utilizando con esta finalidad anticuerpos pre­
viamente obtenidos frente a las mismas.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS
II.1. Microorganismos
En el presente estudio se ha utilizado 
como cepa de referencia un aislamiento de C. 
albicans procedente de la American Type 
Culture Collection (ATCC 26555, serotipo 
A). Otras cepas de origen clínico también 
examinadas fueron aisladas de diferentes lo­
calizaciones y muestras patológicas de indivi­
duos afectados de candidiasis. La relación de 
estas cepas se muestra en la Tabla II. 1. Todos 
los aislamientos de C. albicans se conserva­
ron a -70°C previa resuspensión en glicerol, 
en el caso de almacenamiento prolongado.
TABLA II. 1. Relación de las cepas de C. albicans 
analizadas. El número de orden indicado ha sido uti­
lizado consistentemente en experimentos subsiguien­
tes con objeto de facilitar la identificación de la cepa 
correspondiente.
N° de 
orden
N° de 
identificación
Aislada a 
partir de
1 ATCC26555 CM
2 105688 Sangre
3 104851 Orina
4 104682 Sangre
5 36985 Orina
6 032878 Heces
7 105671 Sangre
8 24248 Sangre
9 104011 EG
10 30259 Heces
11 105719 Esputo
12 24249 Orina
13 32714 ET
14 32216 Jugo gástrico
15 105805 Sangre
16 24250 Sangre
17 106203 Esputo
18 106199 Esputo
CM: candidiasis mucocutánea, EG: exudado 
glandular, ET: exudado traqueal.
Para la obtención y purificación de plásmi- 
dos se empleó la cepa de Escherichia coli 
JM109 que posee una elevada eficiencia de 
transformación. Como cepa hospedadora de
los clones recombinantes del bacteriófago 
Xgtll se empleó la cepa Y1090 de E. coli, 
mientras que para la obtención de lisógenos 
se empleó la cepa Y1089 de E. coli 
(Sambrook et a l 1990).
II.2. Vectores plasmídicos
La subclonación se llevó a cabo en el 
plásmido comercial pGEM-T (Promega). 
Este vector es apropiado para el clonaje de 
productos de PCR ya que posee en sus ex­
tremos 3' terminales una timina adicional. 
Esto incrementa notablemente la eficiencia de 
la ligación del producto de PCR al vector 
plasmídico, puesto que los "brazos" de T li­
gan con los extremos cohesivos del producto 
de PCR que poseen una desoxiadenosina, 
adicionada por la polimerasa termoestable de 
Thermus aquaticus (Taq polimerasa) en cada 
extremo 3'.
El vector pGEM-T contiene el promotor 
de las ARNpolimerasas de T7 y SP6 flan­
queando un sitio de clonaje múltiple, dentro 
de la región codificadora para un a-péptido 
de la p-galactosidasa. Así la inactivación in- 
sercional del a-péptido permite la identifica­
ción de los clones recombinantes mediante un 
rastreo de color en placas. Además la región 
de clonaje múltiple es única y contiene sitios 
de restricción Pstl, Salí y Apal, entre otros.
IL3. Sueros de pacientes
Los sueros de los pacientes aquejados de 
candidiasis así como de otros grupos de po­
blación fueron suministrados por el Hospital 
Clínico Universitario de Valencia y el Insti­
tuto Valenciano de Oncología.
Los sueros se agruparon en 4 grupos en 
función de su procedencia: el grupo A que in­
cluía las muestras de pacientes heroinómanos 
con lesiones cutáneas candidiásicas y pacien­
tes que se encontraban severamente inmuno- 
deprimidos con candidiasis diseminada, todos
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ellos con hemocultivos positivos, el grupo B 
constituido por los sueros procedentes de pa­
cientes con candidiasis superficial, el grupo C 
formado por las muestras obtenidas de indivi­
duos sanos que no poseían riesgo de desarro­
llar una infección invasiva y el grupo D en el 
que se agruparon los sueros de pacientes neu- 
tropénicos con alto riesgo de contraer una 
candidiasis pero con diagnóstico microbioló- 
gico (hemocultivo) negativo. El número de 
sueros incluido en cada grupo varió para los 
distintos bloques de experiencias; una infor­
mación más detallada se incluye en los apar­
tados correspondientes del capítulo de Resul­
tados y Discusión.
Los pacientes fueron diagnosticados de 
candidiasis sistémica cuando se cumplía al 
menos uno de los siguientes criterios:
(a) Aislamiento repetido de C. albicans a 
partir de sangre (al menos 3 hemocultivos po­
sitivos).
(b) Aislamiento o visualización del hongo 
en muestras histopatológicas obtenidas por 
autopsia (necropsia) o biopsia.
II.4. Medios de cultivo utilizados
Las cepas de C. albicans se propagaron en 
el medio descrito por Lee et al. (1975), cuya 
composición en gramos por litro se describe a 
continuación: K2HPO4 (anhidro), 2,5;
M gS04.7H20 , 0,2 g; (NH4)2S04, 5 g; NaCl, 
5 g; glucosa, 12,5 g; prolina, 0,5 g; biotina, 
0,001 g. Una vez disueltos los diferentes 
componentes el pH final del medio se ajustó a 
un valor de 6,8.
La incubación se llevó a cabo en condicio­
nes adecuadas para inducir el crecimiento en 
fase de levadura (blastoconidios) o la emisión 
de tubos germinativos o hifas (fase de mice­
lio) según se describe en el próximo apartado. 
Durante la realización de experimentos y con 
objeto de disponer de los correspondientes 
aislamientos fisiológicamente activos, estos se
mantuvieron mediante resiembras periódicas 
en agar Sabouraud-dextrosa (BBL), con un 
pH final de 5,7.
Para algunos experimentos, las cepas de C. 
albicans se cultivaron en YPD, cuya compo­
sición en gramos por litro es la siguiente: ex­
tracto de levadura 1%, glucosa 2%, peptona 
2%; pH 6,8.
El cultivo y el mantenimiento de las cepas 
YÍ090 e Y1089 de E. coli, se realizó en me­
dio LB líquido cuya composición en gramos 
por litro es: tripticasa-peptona, 10 g, extracto 
de levadura, 5 g, NaCl, 10 g; pH 7,2, o sólido 
mediante la adición de agar al 2%.
El mantenimiento de la cepa JM109 de E. 
coli, se realizó en placa de medio M-9. La 
composición en gramos por litro es: 
Na2H P04, 6 g, KH2P 0 4, 3 g, NaCl, 0,5 g, 
NH4C1 1 g, agarosa, 15 g; pH 7,4. La mezcla 
se esterilizó en autoclave, se enfrió a 50°C y 
por cada litro se añadieron 2 mi de M gS04, 
1M, 0,1 mi de CaCl2, 1M, 10 mi de glucosa 
al 20% y 1 mi de tiamina-HCl, 1M. Este últi­
mo compuesto selecciona la presencia del 
episoma F', necesaria para la producción de 
ADN de simple cadena (ADNs) y para la se­
lección de color en dicha cepa. El cultivo en 
líquido se realizó en LB.
IL5. Condiciones de cultivo
Para obtener cultivos de células de C. albi­
cans en fase levaduriforme, a partir de un 
cultivo de medio sólido de 12-18 h en agar 
Sabouraud-dextrosa (BBL), se inocularon 
aproximadamente 10 pg de células (peso 
seco) por mi de medio en matraces Erlenme- 
yer conteniendo medio de Lee (aproximada­
mente 1/3 del volumen total del matraz). A 
continuación los recipientes se incubaron a 
28°C con agitación (200 r.p.m.) en incubado­
res orbitales (New Brunswick o Infors AG).
Relacionando la densidad óptica a 600 nm
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en un espectrofotómetro Simadzu UV-160 
con el peso seco de las células por mi de cul­
tivo a partir de una curva patrón peso 
seco/densidad óptica previamente establecida, 
se valoró el crecimiento celular de estos culti­
vos, cuya fase exponencial se alcanzó a las 
12-14 horas de incubación a una DO^qo de 
0,6 unidades. Seguidamente, las células fue­
ron recogidas por centrifugación (3.000xg 10 
min), lavadas dos veces con agua destilada 
estéril, resuspendiéndose por último en agua 
destilada estéril a una concentración de 1 mg 
de células (peso seco) por mi. La suspensión 
de células fue incubada a 28°C durante 3 h 
con agitación (200 r.p.m.) y seguidamente se 
almacenó a 4°C durante 72-96 horas (perío­
do de reposo metabólico). Las blastosporas 
sometidas a reposo metabólico se utilizaron 
para obtener cultivos en fase exponencial, 
inoculándolas (200 pg de células [peso seco] 
por mi) en medio de Lee, e incubándolas a 
continuación con agitación a 28°C (para ob­
tener células en fase levaduriforme), o a 37°C 
(para inducir la formación de micelio). El mé­
todo utilizado para obtener cultivos de blas­
tosporas o blastosporas germinadas (micelio) 
es el descrito por Casanova et al. (1989).
Por otro lado los cultivos de la cepa 
Y 1090 de E. coli tanto en fase sólida como 
en líquida se obtuvieron por incubación del 
microorganismo a 37°C en medio LB hasta la 
fase exponencial de crecimiento.
En experimentos de infección, el creci­
miento de E. coli Y 1090 así como la obten­
ción de calvas de lisis del bacteriófago 7.gtll, 
se realizo en medio LB-maltosa-Mg (maltosa, 
0,2 mM y MgS04, 10 mM) utilizado tanto en 
forma líquida como sólida (mediante la adi­
ción de agar al 2%).
El crecimiento de la cepa JM109 de E. coli 
a partir de colonias en medio M-9 para la 
obtención de células competentes, se realizó
mediante incubación a 30°C con agitación vi­
gorosa (250 r.p.m.) en medio LB.
Para la selección de transformantes de E. 
coli JM109 que contenían plásmidos recombi­
nantes se utilizaron placas de agar LB suple- 
mentado con ampicilina (LBamp), isopropil- 
P-D-tiogalactosidasa (IPTG; 0,5 M, concen­
tración final) y 5-bromo-4-Cloro-3-indolil-P- 
D-Galactósido (X-Gal; 0,5 M concentración 
final). La ampicilina se disolvió en agua (50 
mg/ml) y la solución se esterilizó por filtra­
ción. Un volumen adecuado de solución de 
ampicilina para obtener una concentración fi­
nal de antibiótico de 1 pg/ml se adicionó se­
guidamente al medio base previamente esteri­
lizado. En el caso del IPTG, el compuesto fue 
disuelto en agua destilada estéril (concentra­
ción final 100 mM) y de la solución obtenida 
se adicionaron asépticamente 100 pl pór 
placa. Finalmente el X-Gal se disolvió al 2% 
en dimetilformamida y de la solución resul­
tante se adicionaron en condiciones asépticas 
50pl por cada placa. Los clones de E. coli 
transformados con los plásmidos de interés 
fueron cultivados y mantenidos en placas de 
agar LBamp.
II.6. Solubilización de componentes de 
la pared celular de ambas fases morfoló­
gicas (levadura y micelio) de G albicans
Las células crecidas como blastosporas 
(levaduras) y blastosporas germinadas (mi­
celio) como se ha descrito anteriormente, se 
recogieron por centrifugación (4.000xg, 10 
min) y se lavaron con agua bidestilada estéril, 
resuspendiéndose seguidamente en un volu­
men de tampón fosfato 10 mM (pH 7,4) con­
teniendo 2-mercaptoetanol (2-ME, 1% v/v) 
equivalente a 1/10 del volumen de los cultivos 
en medio líquido a partir de los cuales se ha­
bían cosechado las células. La suspensión ce­
lular resultante se incubó a una temperatura 
de 37°C durante 30 min con agitación. A
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continuación las células fueron sedimentadas 
por centrifugación (4.000xg, 10 min), y el 
sobrenadante resultante se dializó frente a 
agua destilada (5 litros, con 4 cambios du­
rante 48 horas) y se concentró por liofiliza- 
ción (extracto de 2-ME). Las células tratadas 
con el agente reductor se lavaron 2 veces con 
una solución de KC1 0,6 M en agua bidesti- 
lada, resuspendiéndose seguidamente en esa 
misma solución conteniendo Zimoliasa (Zy- 
moliase 20T, 0,5 mg/ml), que es una prepa­
ración enzimática comercial con actividad p- 
glucanásica (Kitamura y Yamamoto, 1972; 
Kitam ura et al., 1974), incubándose la sus­
pensión a 28°C con agitación hasta la obten­
ción de protoplastos, lo que fue monitorizado 
mediante observación en un microscopio de 
contraste de fases. Los protoplastos se sedi­
mentaron por centrifugación (4.000xg, 10 
min) y el líquido sobrenadante se dializó se­
gún la pauta descrita anteriormente y se con­
centró por liofilización (extracto de Zimo­
liasa). Por otro lado, los protoplastos se lava­
ron 2 veces con KC1 0,6 M conteniendo fluo­
ruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) y se lisa- 
ron en tampón fosfato 10 mM (pH 7,4), 
conteniendo CaCl2, 1 mM, MgCl2, 1 mM, 
PMSF, 3 mM, y n-octil-glucósido, 200 mM 
(éste último es un detergente que solubiliza 
proteínas transmembranales), mediante agita­
ción vigorosa en un vórtex. El lisado resul­
tante se centrifugó primero a baja velocidad 
(4.000xg, 5 min) para eliminar restos de pa­
redes no digeridas, y a continuación a 
40.000xg durante 30 min. El sedimento fue 
desechado y el sobrenadante resultante 
(lisado de protoplastos) fue analizado me­
diante las técnicas que se describirán a conti­
nuación junto con los extractos obtenidos 
mediante tratamiento con 2-ME y Zimoliasa. 
La metodología descrita fue diseñada con 
objeto de solubilizar la totalidad de compo­
nentes de la pared celular de ambas fases 
morfológicas de C. albicans, incluyendo po­
sibles proteínas de naturaleza transmembranal 
que pudieran poseer dominios asociados a la 
estructura de la pared celular (Casanova et 
a l,  1992a y b).
II.7. Determinación de la concentración 
de proteína
La concentración de proteína existente en 
las diferentes muestras se determinó mediante 
diversos procedimientos.
11.7.1. Método de Lowry et a l (1951)
Las muestras fueron tratadas con NaOH 
IN a 28°C durante 12-14 h antes de proceder 
a efectuar la valoración de la concentración 
de proteína. Como referencia se utilizó una 
recta patrón confeccionada con cantidades 
crecientes (de 10 a 100 pg/ml) de albúmina 
de suero bovino (BSA). En general, se toma­
ron alícuotas de 5-10 pl de las diferentes 
muestras para llevar a cabo la determinación.
11.7.2. Método de Bradford et a l (1976)
La concentración de proteína se detemi- 
nó mediante el reactivo azul de Coomasie G- 
250 (Bio-Rad Laboratories Ltd). La muestra 
se hizo reaccionar con 5 mi de una solución 5 
veces concentrada de azul de Coomasie en 
ácido fosfórico al 55%, metanol al 15% y se 
midió la absorción a 595 nm, refiriendo los 
valores frente a una recta patrón de BSA (0- 
100 pg/ml).
n.7.3. Lectura espectrofotométrica de la 
absorbancia a 280 nm (A2go)
El contenido en proteína se determinó 
también midiendo la absorbancia a 280 nm de 
la muestra problema, utilizando un espectro- 
fotómetro Shimadzu UV-160. La densidad 
óptica se calculó mediante la ley de Lambert- 
Beer en la que la DO (A2go) = sel, siendo e 
el coeficiente de extinción, c la concentración 
y 1 la longitud de la cubeta.
II.7.4. Método del ácido bicinconídico 
(BCA) (Smith et a l ,1985)
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La detección de proteína se realizó por 
la formación de un complejo coloreado in­
tenso del reactivo BCA con cobre monova­
lente. El método, comercializado por Pierce, 
consiste en mezclar el reactivo BCA y la so­
lución de SO4CU (a las concentraciones indi­
cadas en el kit) en proporción 50:1 añadiendo 
seguidamente 20 volúmenes de dicha mezcla 
por cada volumen de muestra.
11.8. Determinación de carbohidratos 
totales
Los azúcares totales se determinaron 
utilizando el método de Dubois et al. (1956). 
A 2 mi de la solución problema (que preferi­
blemente debe contener entre 10 y 80 pg to­
tales de aldosa) se añadieron 50 pl de una 
solución de fenol al 80%. A continuación se 
adicionaron rápidamente 5 mi de ácido sulfú­
rico al 95,5%. La mezcla se agitó, y se dejó 
reposar 10 minutos a temperatura ambiente, 
manteniéndose posteriormente a 25°C du­
rante 20 minutos en un baño de agua. La in­
tensidad del color desarrollado se midió fren­
te a un blanco de reactivos a 490 nm. Con 
objeto de determinar cuantitativamente la 
concentración de azúcar en la muestra, se 
realizó una curva patrón con distintas canti­
dades de glucosa desde 10 hasta 120 pg y se 
valoraron de 5-10 pl de los diferentes extrac­
tos según el caso.
n.9. Electroforesis en geles de dodecil 
sulfato sódico (SDS)-poliacrilamida
Se utilizó el método de Laemmli (1970) 
de electroforesis vertical en placa de vidrio, 
con ligeras modificaciones (Casanova et a l , 
1989). Las electroforesis se llevaron a cabo 
empleando una cubeta vertical Bio-Rad, y una 
fuente de alimentación LKB 2197. Se utiliza­
ron geles separadores en gradiente lineal 
(5-15%) de acrilamida (con una relación 
acrilamida:bisacrilami-da de 30:0,2) prepara­
dos en tampón Tris-HCl 0,37 M (pH 8,8),
conteniendo dodecil sulfato sódico (SDS) al 
0,15%. El gel de empaquetamiento tenía una 
concentración de acrilamida del 3% (relación 
acrilamida:bisacrilamida 30: 0,2), y fue prepa­
rado en tampón Tris-HCl 0,25 M (pH 6,8), 
con SDS al 0,2%. Los pocilios formados en 
el gel empaquetador permitían colocar un 
volumen máximo de 100 pl de muestra.
En algunos casos se utilizaron geles de po- 
liacrilamida lineales (10%) con geles de em­
paquetamiento al 6% con una composición 
cualitativa idéntica a la que se ha descrito 
unas lineas más arriba. En ciertos experimen­
tos la muestra (hasta 2ml) se depositó en un 
único pocilio de gran tamaño construido en el 
gel de empaquetamiento. La solución solubi- 
lizadora de la muestra contenía, en todos los 
casos, 35% (v/v) de glicerol, 7% de SDS, 
0,035% de azul de bromofenol, y 14% de 
2-ME en tampón Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8). 
Esta solución se añadió de modo que la rela­
ción muestra: solución solubilizadora fuese de 
2:1 (v/v). A continuación se hirvieron las dife­
rentes mezclas de muestra problema: solución 
solubilizadora durante 5 minutos, y seguida­
mente se aplicaron las mismas en los pocilios 
formados en el gel empaquetador. En paralelo 
se corrieron estándares de proteínas de alto 
peso molecular comprendidos entre 200 y
18,5 kDa. La posición relativa de las bandas 
correspondientes a estas proteínas de peso 
molecular conocido se utilizó para construir 
un gráfico de movilidad relativa en función 
del peso molecular, que se utilizó para de­
terminar los tamaños de los polipéptidos des­
conocidos. El tampón del ánodo y del cátodo 
fue Tris-glicina (25 mM/192 mM respectiva­
mente) a pH 8,3, con SDS al 0,1%. La ca­
rrera se realizó a corriente constante de 15 
mA por placa a través del gel empaquetador, 
y 30 mA a través del gel separador, 
interrumpiéndose la misma cuando el frente 
de azul de bromofenol llegó a 0,5 cm del
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borde inferior del gel.
11.10. Tinción de proteínas en geles de 
poliacrilamida
Los geles de poliacrilamida fueron teñidos 
durante 45 minutos con una solución de azul 
de Coomassie G-250 al 0,2% en una mezcla 
de alcohol isopropílico:ácido acético:agua 
destilada (25:10:65 en volumen), a tempera­
tura ambiente y con agitación suave y con­
tinua. La eliminación del colorante de las 
áreas del gel no correspondientes a bandas 
proteicas, se realizó mediante lavados sucesi­
vos en una mezcla de alcohol isopropílico: 
ácido acético:agua destilada (en la proporción 
10:10:80 en volumen).
Los geles fueron fotografiados con pelícu­
la Copex-Rapid Agfa, utilizando una cámara 
Nikon con filtro naranja, a una velocidad de 
1/4 de segundo y con aperturas de diafragma 
de 8, 11 y 16 según los casos.
Seguidamente los geles fueron secados 
por aplicación de calor bajo vacío, sobre lámi­
nas de papel Whatman MM3, en un secador 
de geles Bio-Rad 583, utilizando un programa 
de secado para geles en gradiente, en el cual, 
la temperatura va subiendo a razón de 1°C 
por minuto hasta alcanzar la temperatura de­
seada (80°C), temperatura que se mantiene ya 
constante hasta cumplirse el tiempo fijado (3 
h>.
11.11. Transferencia de los polipéptidos 
separados electroforéticamente en los geles 
de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa 
(Western blotting)
11.11.1. Método de Burnette
La transferencia se llevó a cabo por el 
método de Burnette (1981), con algunas 
modificaciones (Casanova et al., 1989). Una 
vez completada la separación electroforética 
de los polipéptidos presentes en las diferentes 
muestras, los geles de poliacrilamida junto 
con las hojas de papel de nitrocelulosa
(Schleicher & Schüell) sobre las que se iba a 
efectuar la transferencia, se equilibraron sepa­
radamente por inmersión durante 30 min en 
tampón de transferencia, que es una solución 
25 mM de Tris/192 mM de glicina (pH 8,3), 
conteniendo un 20% (en volumen) de meta- 
nol. Finalizado el tiempo de equilibrado, se 
pusieron en contacto los geles con las hojas 
de nitrocelulosa en una cubeta de transfe­
rencia (Bio-Rad), en presencia de tampón de 
transferencia como electrolito, aplicándose 
una corriente de 200 mA, durante 17-18 ho­
ras a 4°C, para producir la transferencia de 
los polipéptidos desde el gel de poliacrilamida 
hacia la hoja de papel de nitrocelulosa.
II.11.2. Método semi-seco (Semi-dry)
El método de transferencia semi-seco se 
llevó a cabo a temperatura ambiente utili­
zando un sistema electroforético Multiphor II 
(Pharmacia) con un tampón de transferencia 
cuya composición en gramos por litro es: 
2,93 g de glicina, 5,81 g de Tris base, 0,375 g 
de SDS y 200 mi de metanol. La transferencia 
se realizó aplicando un amperaje de 0,8 
mA/cm2 durante lh.
11.12. Tinción de proteínas en los sopor­
tes de nitrocelulosa
Las especies proteicas transferidas a las 
membranas de nitrocelulosa fueron visualiza­
das mediante tinción con una solución del 
colorante Ponceau S al 0,2% en ácido triclo- 
roacético al 3%. Las membranas se sumergie­
ron en esta solución durante tiempos que 
oscilaron entre 15 y 30 minutos, tras lo cual, 
y después de la visualización de las bandas, la 
totalidad del colorante se eliminó mediante 
lavados sucesivos con agua bidestilada, con 
objeto de aplicar otros procedimientos de 
detección específicos de los distintos polipép­
tidos presentes sobre las hojas de papel de 
nitrocelulosa.
11.13. Detección de glicoproteínas en los
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soportes de nitrocelulosa, mediante tinción 
con la lectina Concanavalina A (Con A)
Se siguió el método empleado por Ha- 
wkes (1982) con las modificaciones descritas 
por Millette y Scott (1984). Una vez efec­
tuada la transferencia, el papel de nitrocelu­
losa se incubó durante 1 h a 37°C en una so­
lución de albúmina de suero bovino (BSA) al 
3% en tampón Tris-HCl 10 mM (pH 7,2), 
con NaCl al 0,9% (solución de bloqueo). Se­
guidamente, la hoja se transfirió a solución 
de bloqueo fresca conteniendo la lectina (10 
pg/ml), manteniéndose en estas condiciones 
durante 30 minutos a temperatura ambiente, 
con agitación suave. A continuación se eli­
minó el exceso de Con A no ligada, mediante 
tres lavados de 5 minutos cada uno con una 
solución de NaCl al 0,9% en tampón Tris- 
HCl 10 mM (pH 7,2) (tampón TBS). El 
siguiente paso consistió en sumergir la hoja 
de nitrocelulosa en solución de bloqueo con 
peroxidasa (10 pg/ml) manteniéndola durante 
30 minutos en esta solución, con agitación 
suave a temperatura ambiente, para permitir 
el acoplamiento de la peroxidasa a las molé­
culas de Con A, que se hubieran unido pre­
viamente a las glicoproteínas transferidas, 
susceptibles de ser reconocidas por la lectina. 
Después de lavar tres veces el papel de nitro- 
celulosa, al igual que se hacía tras la incuba­
ción con Con A, la unión de la lectina a las 
glicoproteínas se visualizó mediante la apli­
cación de una mezcla de 60 mg de 4- 
cloro-l-naftol y 60 pl de agua oxigenada (de 
30 volúmenes) en 100 mi de tampón TBS. El 
4-cloro-l-naftol es totalmente insoluble en 
agua, por lo que previamente a su incorpora­
ción a la mezcla de revelado, se solubilizaba 
en 20 mi de metanol frío. El desarrollo de la 
reacción coloreada que tiene lugar se detuvo 
al alcanzarse la intensidad adecuada, mediante 
lavados con agua bidestilada.
11.14. Ensayo para la caracterización de
la unión de fibrinógeno y laminina a com­
ponentes proteicos y/o glicoproteicos de la 
superficie (pared) celular de C  albicans 
Con objeto de detectar especies presentes 
en la superficie celular de las células del hon­
go que pudieran ser responsables de la inte­
racción específica de éstas con componentes 
del plasma (fibrinógeno) o de la membrana 
basal (laminina), se llevó a cabo el siguiente 
ensayo. Los extractos celulares obtenidos 
mediante solubilización con 2-ME (ver apar­
tado II.6), se sometieron a electroforesis en 
geles de SDS-poliacrilamida como se descri­
bió anteriormente. Las especies proteicas se­
paradas electroforéticamente fueron seguida­
mente transferidas a papel de nitrocelulosa. 
La membrana de nitrocelulosa se incubó a 
continuación durante 30 min a 37°C y otros 
30 min a temperatura ambiente con agitación 
en tampón TBS conteniendo albúmina de 
suero bovino (BSA) al 3%. Seguidamente la 
hoja se sumergió en 50 mi de tampón PBS 
(tampón fosfato 10 mM, pH 7,4, NaCl, 0,9%) 
conteniendo CaCl2 1 mM, MgCl2 1 mM, 1% 
de leche en polvo descremada, 0,05% de 
Tween-20 y 15 mg de fibrinógeno de origen 
humano básicamente libre de plasminógeno 
(Sigma), incubándose a temperatura ambiente 
durante 10-12 horas con agitación. Finalizada 
ésta, se realizaron 4 lavados de 10 min con 
tampón TTBS (TBS conteniendo 0,05% de 
Tween-20; en el segundo lavado se aumentó 
la concentración de NaCl en la solución tam­
pón hasta 1 M). Seguidamente la hoja de ni­
trocelulosa se incubó en una solución de anti­
cuerpo anti-fibrinógeno acoplado a peroxi­
dasa diluido 1:500 en tampón TTBS con­
tiendo BSA al 1% (tampón TTBSB) durante 
1 hora a temperatura ambiente con agitación, 
tras lo cual la membrana se lavó siguiendo la 
misma pauta y condiciones que se han descri­
to anteriormente. Por último, se procedió a 
visualizar la reacción entre el anticuerpo anti- 
fibrinógeno y el fibrinógeno que previamente
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pudiera haber interaccionado con alguna de 
las especies proteicas o manoproteicas pre­
sentes en los diferentes extractos obtenidos 
de las células levaduriformes y miceliales de 
C. albicans, utilizando para ello peróxido de 
hidrógeno y 4-cloro-l-naftol como agente 
cromogénico.
Para determinar la interacción de laminina 
a componentes proteicos y/o glicoproteicos 
de la pared del hongo, la hoja de nitrocelulosa 
con los polipéptidos transferidos se incubó 
inicialmente en tampón TBS conteniendo 3% 
de BSA durante 2h a 37°C, lavándose segui­
damente una vez con tampón TTBS. A conti­
nuación el papel de nitrocelulosa se incubó 
durante 30 min a temperatura ambiente en 
una solución de laminina (Sigma; 50 pg/ml) 
en tampón PBS suplementado con BSA al 
1%, CaCl2 1 mM y MgCl2 1 mM, tras lo cual 
se lavó 4 veces en tampón TTBS (en el se­
gundo lavado la concentración de NaCl en el 
tampón se aumentó hasta 1 M). La fase si­
guiente consistió en la incubación del papel de 
nitrocelulosa con los polipéptidos transferidos 
en una solución de anticuerpos de conejo 
anti-laminina (dilución 1:500) (Sigma) en 
tampón TTBSB, durante un período de 3 h a 
temperatura ambiente; finalizada esta incuba­
ción, la hoja fue lavada nuevamente con la 
misma pauta que se describió en el párrafo 
anterior. A continuación, el papel se sumergió 
en una solución de anticuerpos de cabra anti- 
inmunoglobulinas de conejo acoplados a pe­
roxidasa (Bio-Rad) diluidos 1:2.000 en tam­
pón TTBSB, incubándose la membrana du­
rante 1 hora a temperatura ambiente. Por úl­
timo, la hoja de nitrocelulosa se lavó nueva­
mente 4 veces en tampón TTBS, procedién- 
dose al revelado de las posibles interacciones 
del ligando con peróxido de hidrógeno y 4- 
cloro-l-naftol como agente cromogénico.
11.15. Inmunodetección de polipéptidos
transferidos a membranas de nitrocelu­
losa (inmunotransferencia)
Se ha seguido la técnica descrita en el 
manual de la firma Bio-Rad (Bio-Rad 
Immun-Blot Assay Kit), que está basada en el 
procedimiento descrito por Towbin et al 
(1979) y Burnette (1981).
El método utilizado es semejante al descri­
to anteriormente para la detección de glico­
proteínas con Con A. Tras mantener la hoja 
de papel de nitrocelulosa con los polipéptidos 
transferidos en solución de bloqueo, la misma 
se incubó en diluciones apropiadas de los an­
tisueros procedentes de las distintas catego­
rías de pacientes hospitalizados o aquellos 
obtenidos a partir de conejos inmunizados 
con diferentes tipos de componentes protei­
cos y/o glicoproteicos de la pared celular de
C. albicans (Harlow et a l, 1988; Casanova 
et a l , 1992b) en tampón TTBSB. A conti­
nuación se procedió a efectuar 4 lavados de 
10 minutos cada uno con tampón TTBS (en 
el segundo de los lavados la concentración de 
NaCl en la solución tampón se incrementó 
hasta un valor de 1 M). Seguidamente se in­
cubó el papel en una solución de anticuerpos 
de ratón anti-inmunoglobulina humana o anti- 
inmunoglobulinas de conejo, ambos acopla­
dos a peroxidasa (Bio-Rad), utilizándose una 
dilución 1:3.000 de estos anticuerpos marca­
dores en la misma solución tampón que se 
utilizó para diluir los correspondientes anti­
cuerpos específicos utilizados en primer lu­
gar. Tras eliminar el exceso del segundo 
reactivo no unido mediante 4 lavados sucesi­
vos, la unión de los anticuerpos a sus corres­
pondientes antígenos se reveló utilizando el 
mismo método descrito en el caso de la tin­
ción de manoproteínas con Con A acoplada a 
peroxidasa (ver apartado 11.13).
11.16. Tratamientos enzimáticos y quí­
micos
11.16.1. Tratamiento con endo-p-N-
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acetil-glucosaminídasa H (Endo H)
La fracción carbohidrato unida por enla­
ces N-glicosídicos de las glico(mano)proteí- 
nas solubilizadas de la pared celular de C. al­
bicans, fue selectivamente eliminada me­
diante digestión con Endo H (Casanova et 
al., 1987). El extracto de 2-ME de blastospo­
ras y blastosporas germinadas fue tratado con 
Endo H (Boehringer) durante 48 h con agita­
ción (0,01 unidades de enzima por 400pg de 
material expresado como contenido de azúcar 
total) resuspendido en 100 pl de tampón ci- 
trato sódico 0,15 M, pH 5,5 conteniendo 
PMSF 1 mM, pepstatina A, 10 pM y azida 
sódica 5 mM. La muestra se incubó durante 
48 h a 28°C con agitación.
11.16.2. ^-eliminación alcalina
La eliminación de azúcares de las glicopro­
teínas unidos O-glicosídicamente (Elorza et 
al., 1988) se llevó a cabo mediante trata­
miento de los extractos de 2-ME con NaOH 
0,1 M en presencia de NaBH4 0,4 M durante 
18-20 h a 0°C. El tratamiento se detuvo me­
diante neutralización con ácido acético 0,5 M, 
tras lo cual las muestras se dializaron exhaus­
tivamente y concentraron por liofilización. En 
algunos casos las muestras (los extractos de 
2-ME) se sometieron a un doble tratamiento 
desglicosilante, primero con Endo H seguido 
de hidrólisis alcalina (P-eliminación) en las 
mismas condiciones que se han descrito ante­
riormente.
11.16.3. Tratamiento con colagenasa
Las incubaciones se realizaron en un volu­
men total de 60 pl. Se incubaron 50 pl de los 
extractos de 2-ME con 10 pl de una mezcla 
seis veces concentrada de inhibidores pro- 
teolíticos y colagenasa según el caso, de tal 
forma que la concentración final en el ensayo 
fuera la siguiente: N-etilmaleimida, 5 mM; 
benzamidina, 4 mM; ácido e-aminocaproico, 
25 mM; azida sódica, 0,05 mM; PMSF, 1 
mM; HEPES, 50 mM. Las mezclas se incuba­
ron 21 h a 37°C en un baño termostatado. Se 
empleó EDTA 1 mM como inhibidor de la 
colagenasa en el control negativo y se añadió 
CaCl2 lmM (concentración final) en todas las 
incubaciones con la enzima. La colagenasa 
(CPLSA) (327 U/mg) fue suministrada por 
Worthington biochemical Corporation y se en­
sayaron 17,5 pg de enzima por cada 500 pg 
de muestra (expresada como contenido total 
de azúcar).
II.17.Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
En algunos experimentos se siguió el méto­
do descrito por Sundstrom y Kenny (1984). 
Una vez cosechados los microorganismos de 
las distintas cepas se lavaron dos veces con 
tampón PBS, ajustándose la concentración de 
células a un valor de 106 células por mi por 
contaje microscópico. A continuación se cen­
trifugó 1 mi de cada suspensión y el sedi­
mento obtenido se resuspendió en 150 pl de 
tampón PBS 10 mM, pH 7,4 conteniendo un 
1% de BSA (PBSB). Seguidamente se añadió 
el anticuerpo a una dilución final de 1:10 en 
tampón PBSB. Las diferentes suspensiones 
incubaron a 37°C en una cámara húmeda du­
rante 60 min, lavándose a continuación 4 ve­
ces por centrifugación con tampón PBS. Pos­
teriormente se añadió a cada tubo 150 pl de 
IgG de cabra anti-conejo acoplada a isotio- 
cianato de fluoresceína (FITC) a una dilución 
1:10 en PBSB incubando de nuevo 1 hora a 
37°C en cámara húmeda. Por último se reali­
zaron 3 lavados más con tampón PBS y des­
pués de centrifugar por última vez, las células 
se resuspendieron en tampón PBS y se alma­
cenaron a 4°C hasta el momento de su obser­
vación al microscopio óptico por la técnica de 
la cámara húmeda utilizando un Fotomicros- 
copio III de Zeiss, equipado con sistema de 
contraste de fases y de epifluorescencia.
En algunos casos, las extensiones de célu­
las para ser examinadas mediante inmunofluo-
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rescencia, se prepararon en una centrífuga 
Cytospin 2 (Shandon) a 1.000 r.p.m. durante 
10 min. Tras la centrifugación, las células se 
fijaron con acetona fría durante 5 min y se in­
cubaron durante 1 h a temperatura ambiente 
con el anticuerpo específico diluido en tam­
pón PBS. Tras varios lavados con PBS, las 
extensiones se hicieron reaccionar con IgG de 
cerdo anti-conejo conjugada con FITC 
(Dako). Tras el lavado final y una vez secas, 
las preparaciones se examinaron y fotografia­
ron en este caso con un Fotomicroscopio 
LeitzLabolux II.
n.18. Adsorción de sueros a bolas de 
latex-poliestireno
Con objeto de eliminar la fracción de in- 
munoglobulinas dirigidas contra manano (la 
parte carbohidrato de las manoproteínas de la 
pared celular de C. albicans) que pudieran es­
tar eventualmente presentes en los diferentes 
sueros utilizados en el presente estudio, los 
antisueros crudos fueron sometidos a un pro­
ceso de adsorción a microesferas de látex re- 
cubiertas con manano purificado según el mé­
todo descrito por Peat et a l (1961). Las mi­
croesferas de látex (0,801 ± 0,036 pm de diá­
metro) se recubrieron con manano mezclando 
(en proporción 1:1 vol/vol) una suspensión 
comercial de microesferas de látex (10% en 
peso de contenido en microesferas) con una 
solución de manano (1 mg/ml) en tampón gli- 
cina-NaCl, 100 mM, pH 8,2 (tampón GS). La 
mezcla se incubó durante 2 h a 35°C y segui­
damente se adicionaron 2 volúmenes de tam­
pón GS conteniendo 0,1% de BSA. La sus­
pensión de partículas de látex recubiertas con 
manano se mezcló seguidamente (1:1, vol/ 
vol) con el suero problema previamente dilui­
do (1:25) en tampón PBS y se incubó durante 
2h a 37°C para adsorber los anticuerpos es­
pecíficamente dirigidos hacia el manano de 
Candida. La mezcla se centrifugó por último 
desechándose las partículas de látex y reser­
vando el sobrenadante (el suero adsorbido). 
Los antisueros adsorbidos así obtenidos se 
utilizaron en los ensayos de E.L.I.S.A. e in- 
munotransferencia convenientemente diluidos 
en los tampones adecuados en cada caso.
11.19. Adsorción de antígenos a bolas 
de látex-poliestireno
El tapizado de las bolas de látex-poliestire- 
no se realizó en este caso con el extracto de 
2-ME. 1 mi de dicho extracto (conteniendo 5 
mg de material expresado como azúcar total) 
fue incubado con 5 mi de una suspensión de 
bolas de látex (10 % en peso de contenido en 
microesferas) en tampón glicina-NaOH, 100 
mM, pH 8,4 (tampón GB) durante 5 horas a 
temperatura ambiente y posteriormente se al­
macenó a 4°C durante la noche. La suspen­
sión se centrifugó a 1.500 r.p.m. durante 5 
min y el sedimento obtenido se resuspendió 
en 5 mi de tampón GBS (tampón GB más 
NaCl 150 mM). La mezcla se homogeneizó y 
se distribuyó en alícuotas de 1 mi. Para los 
ensayos de aglutinación se mezclaron 20 pl 
de suero problema con 20pl de la suspensión 
de partículas de látex tapizadas con el extraco 
de 2-ME (antígeno-látex) diluida 1:4 en tam­
pón GB, observándose la aparición e intensi­
dad de la reacción de aglutinación. La reacti­
vidad de los sueros frente a los antígenos de 
pared fue ensayada a varias concentraciones 
correspondientes a diluciones seriadas de los 
mismos. En algunos casos se llevó a cabo un 
tratamiento térmico de los sueros a 56°C du­
rante 30 min para eliminar falsos positivos de­
bidos a aglutininas inespecíficas. El distinto 
grado o intensidad de la reacción de aglutina­
ción se expresó como (+++) para el caso de 
aglutinación fuerte, (++) para indicar agluti­
nación media, (+) para aglutinación débil y (-) 
en caso de no apreciarse aglutinación.
11.20. Métodos de mareaje de anticuer­
pos
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11.20.1. Mareaje con peroxidasa
La solución de la peroxidasa utilizada para 
el mareaje de anticuerpos se preparó resus- 
pendiendo 5 mg de peroxidasa (Sigma) en 1,2 
mi de agua bidestilada. A continuación se 
añadieron 0,3 mi de NaIÜ4 0,1 M en tampón 
fosfato sódico 10 mM, pH 7. La mezcla se in­
cubó durante 20 min a temperatura ambiente 
y la solución de peroxidasa se dializó frente a 
acetato sódico 1 mM, pH 4 a 4°C durante 16 
h. Seguidamente se añadió 0,5 mi de una so­
lución de inmunoglobulinas (10 mg/ml; con­
centración calculada relacionando la A28o con 
un coeficiente de extinción de 0,9 para el caso 
de las inmunoglobulinas) a la mezcla de reac­
ción ya dializada y se incubó 2 h a tempera­
tura ambiente. Una vez marcadas las inmu­
noglobulinas se neutralizó la mezcla de reac­
ción añadiendo 0,1 mi de NaBH4 (4 mg/ml en 
agua destilada) e incubando 2 h a 4°C. Final­
mente la solución conteniendo los anticuerpos 
marcados con peroxidasa se dializó frente a 
PBS con 4 cambios de 5 horas cada uno.
11.20.2. Etiquetado con biotina
Para el mareaje de anticuerpos con bio­
tina se preparó una solución de N-hidroxi- 
succinimida-biotina (NHS-biotina) en dimetil- 
sulfóxido (DMSO) a una concentración de 10 
mg/ml. Dicha solución se mezcló con una di­
lución de anticuerpos en tampón fosfato 10 
mM, pH 8,8 conteniendo 1-3 mg de inmuno- 
globulinas por mi determinadas mediante la 
medida de la A280 con una relación de 250 pg 
de biotina por mg de inmunoglobulinas. La 
mezcla se incubó durante 4 h a temperatura 
ambiente. A continuación se añadieron 20 pl 
de NH4CI 1M por cada 250 pg de NHS-bio­
tina y se incubó 10 min a temperatura ambien­
te. La solución de anticuerpos marcados se 
dializó exhaustivamente frente a tampón PBS.
11.21. E.L.I.S.A. (ensayo de inmunoad- 
sorción acoplado a enzimas)
Las concentraciones óptimas de antígeno, 
suero y segundo anticuerpo fueron determina­
das previamente mediante valoraciones con­
trol con sueros controles positivos y negati­
vos para determinar el rango óptimo de con­
centraciones para los diferentes reactivos. Los 
pocilios de placas poliestireno Nunc-Immu- 
noplate (A/S Nunc) se tapizaron durante 12- 
14 h a 4°C con 1 pg (expresado como con­
centración de proteína total) de los diferentes 
extractos antigénicos (2-ME, Zimoliasa y li­
sado de protoplastos) en 100 pl de tampón de 
tapizado (CC>3Na2 0,05 M, pH 9,6) por poci­
lio.
Los pocilios se lavaron tres veces con tam­
pón de lavado (PBS, pH 7,4 conteniendo 
0,1% de Tween 20; PBST) y después se re­
llenaron con tampón de bloqueo (tampón 
PBS conteniendo 3% BSA) durante 2 h a 
37°C. A continuación las placas se lavaron 
con tampón de lavado. Los sueros de pacien­
tes se diluyeron en tampón PBS conteniendo 
0,05% de Tween 20 y 0,1% de BSA, a la di­
lución que se especifica en cada bloque de re­
sultados.
Los sueros diluidos se añadieron a series 
dobles de pocilios, incubándose seguidamente 
las placas durante 1 h a 37°C. Los pocilios se 
lavaron de nuevo 4 veces con tampón PBST 
y se adicionó a cada uno de ellos 50 pl de una 
solución de PBSTB (PBST más 1% de BSA) 
conteniendo inmunoglobulinas de cabra anti- 
inmunoglobulinas humanas (dil 1:2.000). Los 
pocilios se volvieron a lavar con tampón 
PBST, adicionándose seguidamente a cada 
uno de ellos 100 pl del sustrato de la peroxi­
dasa, tras lo cual la placa se incubó en la os­
curidad durante 10 min. La reacción se detu­
vo mediante la adición de 25 pl por pocilio de 
H2SO4 3 M, determinándose por último la in­
tensidad del color desarrollado a 492 nm en 
un microtitulador de E.L.I.S.A. de lectura 
automática (Titertek Multiskan Plus MKII).
28
Materiales y  Métodos
La composición del sustrato de la peroxidasa 
utilizado fue: 12,2 mi de ácido cítrico, 0,1 M;
12,8 mi de Na2HP045 0,2 M; 25 mi de agua 
destilada; 20 mg de O-fenilendiamina y 20 pl 
de H2O2. El sustrato se preparó extemporá­
neamente, manteniéndolo almacenado en la 
oscuridad.
A partir de los valores de absorción a 492 
nm hallados (DO492) se procedió a determi­
nar las unidades arbitrarias (UE) para los di­
ferentes ensayos de E.L.I.S.A., utilizando 
para ello la siguiente fórmula:
1 UE = [(ODx-ODn)/(ODc-ODn)]xlOO
donde: ODx es la media de los dos valo­
res del suero problema, ODn es la media de 
los dos valores del control negativo y ODc es 
la media de los dos valores del control positi­
vo comercial.
La linea de corte para cada ensayo de 
E.L.I.S.A. se determinó con la media de los 
valores hallados (expresados como UE) para 
113 ensayos correspondientes a 67 muestras 
de individuos sanos y 46 pacientes con can­
didiasis superficial. Al valor obtenido se le 
sumó tres veces el valor de la desviación es- 
tandard.
Otra modalidad de ensayo utilizado fue el 
E.L.I.S.A-captura, cuyo protocolo fue básica­
mente el descrito en el apartado anterior pero 
en este caso lo que se fijó en los pocilios de la 
placa de poliestireno fueron 50 pl de una so­
lución de inmunoglobulinas específicas purifi­
cadas a partir del antisuero según se indica en 
el apartado II.22.2. (0,75pg de material por 
pocilio expresado como contenido de proteí­
na total) en tampón de tapizado e incubadas 
del mismo modo que en el E.L.I.S.A estan- 
dard. Seguidamente se bloqueó con PBS con­
teniendo BSA al 3% durante 2 h a 37°C en 
cámara húmeda, y a continuación se añadie­
ron a cada pocilio 50pl de una solución de
antígeno en PBS. En el E.L.I.S.A. control se 
emplearon como antígenos una serie de dilu­
ciones decimales decrecientes de extracto de 
2-ME. En el E.L.I.S.A. problema se emplea­
ron como antígenos sueros de pacientes 
(dilución 1:10 en PBSTB) correspondientes 
tanto a pacientes con candidiasis sistémica 
probada (controles positivos) como a pacien­
tes con candidiasis superficial o no diagnosti­
cada (controles negativos). Transcurrida 1 h 
las placas se lavaron 3 veces con PBST y se 
añadieron 50 pl de las mismas inmunoglobu­
linas pero en este caso etiquetadas con pero­
xidasa o biotina, incubándose lh a 37°C. 
Después el procedimiento fue el mismo que el 
descrito anteriormente excepto en el caso de 
que las inmunoglobulinas estuvieran acopla­
das a biotina, en el que el revelado se llevó a 
cabo con un complejo de avidina-peroxidasa 
(Bio-Rad), a dilución 1:3.000 en PBST de 
forma similar a la descrita en el apartado an­
terior.
11.22. Métodos cromatográficos
11.22.1. Cromatografía de intercambio 
iónico
Para la separación de componentes anti­
génicos de la superficie celular de C. albicans 
presentes en los extractos de 2-ME obtenido 
a partir de blastosporas germinadas, se em­
pleó una columna de intercambio iónico de 
DEAE-Sepharosa (Memsep 1000, Millipore) 
equilibrada con Tris-HCl, 50 mM; pH 8 
(TC1). Una vez aplicada la muestra se eluyó 
con un gradiente salino de NaCl cuya con­
centración fue aumentando del 0 (0 mM) al 
30% (300 mM), de forma lineal con una 
pendiente de 1 y a partir de ahí se alcanzó el 
100% (1M) de forma asintótica. El gradiente 
se realizó mediante una dilución decreciente 
de una solución madre de NaCl 1M con tam­
pón TC1. Las muestras se eluyeron a una ve­
locidad de flujo de 4 ml/min y la cantidad de 
muestra ensayada fue de 250 pl de un extrac­
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to de 2-ME con una concentración de 5,4 pg/ 
pl (expresado como contenido total de azú­
car). Las fracciones recogidas coincidieron 
con el número de picos detectados al analizar 
a 280 nm el eluido mediante un lector de 
densidad óptica (A28o).
11.22.2. Cromatografía de afinidad.
La fracción de inmunoglobulinas del suero 
se precipitó previamente con sulfato amónico 
(ver apartado 11.23). El precipitado resultante 
se resuspendió en tampón Tris-HCl 0,05 M, 
NaCl 0,1 M a pH 8 y se aplicó en circuito ce­
rrado a una columna de proteína A-Sepharosa 
(Memsep 1010, Milipore) previamente equili­
brada con el mismo tampón, haciendo recir­
cular el fluido que contiene las inmunoglobu­
linas, durante 24 h mediante una bomba peris­
táltica. La elución de las inmunoglobulinas 
retenidas en la matriz cromatográfica se llevó 
a cabo mediante un cambio de pH, haciendo 
fluir una solución de glicina 10 mM, pH 2,5. 
Antes de proceder a la elución, la columna 
fue lavada con el tampón anterior hasta obte­
ner una absorción a A280 en el líquido eluido 
de la columna inferior a 0,01. La velocidad de 
flujo fue de 5 ml/min y el volumen de cada 
fracción recogida fue de 2 mi. Las fracciones 
eluídas tras el cambio de pH se recogieron en 
tubos que contenían un volumen adecuado de 
tampón Tris-HCl, 1M, pH 8 para neutralizar 
rápidamente el pH y así evitar la desnaturali­
zación de las inmunoglobulinas.
II.22.3. Cromatografía de exclusión 
molecular
ü.22.3.1. Cromatografía de filtración 
molecular en Sephadex G-100
El gel (Sephadex G-100; Pharmacia) se hi­
drató y equilibró con tampón PBS, pH 7,4. 
Una vez hidratado el gel se empaquetó en una 
columna de vidrio de 77 x 0,75 cm. El límite 
de exclusión de dicha columna es de 100 kDa, 
lo que corresponde a un volumen muerto de
45,8 mi. Una vez aplicada la muestra conte­
niendo 2 mg de material (expresado como 
contenido total de azúcar) resuspendidos en
2,5 mi, se procedió a eluir con tampón PBS, 
pH 7,4 con una velocidad de flujo de 9 ml/h, 
recogiéndose fracciones de 2,3, mi cada 20 
min. El tampón que se empleó como eluyente 
fue el mismo que se utilizó para hidratar la 
resina y la muestra que se analizó contenía
9,8 mg/ml de azúcar. La concentración de 
proteína de cada fracción se midió mediante 
lectura de la A280.
11.22.3.2. Cromatografía de filtración 
molecular en Sephadex G-25 para la de­
salación de muestras
Columnas PD-10 (Pharmacia) previamente 
equilibradas en tampón fosfato 10 mM, pH 
7,4 se lavaron con 4 volúmenes del mismo 
tampón ajustándose el flujo de salida a 0,5 
ml/min. Seguidamente se aplicó la muestra a 
desalar y se eluyó con un volumen de tampón 
fosfato 10 mM, pH 7,4, 0,5 mi superior al 
volumen introducido mediante una breve cen­
trifugación suficiente para recoger tan solo la 
fracción no retenida, lavándose finalmente la 
columna con varios volúmenes de tampón 
fosfato conteniendo azida sódica al 0,05%. El 
volumen de gel eficaz para este tipo de co­
lumnas es de 9 mi.
11.23. Generación de un anticuerpo po- 
liclonal frente a una especie proteica de 37 
kDa asociadas a la estructura de la pared 
celular de G albicans
El material solubilizado mediante trata­
miento con 2-ME de levaduras fue sometido 
a electroforesis preparativa en geles de SDS- 
poliacrilamida en gradiente (5-15%). Segui­
damente los polipéptidos separados electro- 
foréticamente se transfirieron a papel de ni­
trocelulosa según se ha descrito anterior­
mente. Finalizada la transferencia, la hoja de 
nitrocelulosa se tiñó con reactivo de Ponceau 
al 0,2% en ácido tricloroacético al 3% en 
agua bidestilada, con objeto de visualizar la
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posición de los polipéptidos transferidos, y en 
particular la de la especie de 37 kDa de peso 
molecular aparente. Una vez localizadas la 
banda de 37 kDa, la membrana de nitrocelu­
losa se lavó exhaustivamente con agua bides- 
tilada para eliminar el colorante de Ponceau, 
cortándose seguidamente las secciones trans­
versales del papel correspondiente a la región 
donde habían migrado la especie anterior­
mente mencionada. Las tiras de papel obteni­
das a partir de dos procesos electroforéticos, 
se secaron en la estufa, disolviéndose a conti­
nuación en 0,4 mi de dimetilsulfóxido 
(DMSO). Las suspensiones resultantes se 
mezclaron con un volumen semejante de ad­
yuvante completo de Freund (DIFCO) y la 
mezcla así obtenida se inyectó subcutánea­
mente en varios puntos de la espalda de dos 
conejos hembra de la raza New Zeajand 
White. Tras la primera inmunización, a las 
dos semanas se administró una segunda do­
sis, y seguidamente se realizaron otras dos 
inmunizaciones más, espaciadas 10 días una 
de la otra (para cada una de estas tres inmuni­
zaciones se utilizó el mismo tipo de prepara­
ción antigénica [material presente en 2 tiras 
de papel de nitrocelulosa disueltas en DMSO] 
descrito anteriormente, pero emulsionada con 
adyuvante incompleto de Freund en este 
caso). Siete días después de la última inyec­
ción, se sangró al animal por la vena marginal 
de la oreja. La sangre obtenida se dejó coagu­
lar 1 h a 37°C y 2 h más a 4°C para separar la 
fracción sérica. A partir del suero, que se se­
paró del coágulo por centrifugación, se pro­
cedió a la purificación de las inmunoglobuli­
nas por precipitación con sulfato amónico. 
Para ello el suero se precipitó adicionando un 
volumen, equivalente a la mitad del volumen 
de la muestra del suero a tratar, de una solu­
ción saturada de sulfato amónico que fue 
añadido lentamente y con agitación. Segui­
damente, la mezcla resultante se mantuvo du­
rante 12 h a 4°C y transcurrido ese tiempo la
mezcla se centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 
15 min. El precipitado obtenido se resuspen- 
dió en PBS estéril y se dializó frente al mismo 
tampón. La fracción de inmunoglobulinas 
purificadas se dividió en varias alícuotas que 
se almacenaron a -20°C. El título del suero así 
obtenido, al que se denominó PAb anti-p37, 
se determinó por el método de E.L.I.S.A.
Eventualmente y para experimentos de 
biología molecular posteriores, el PAb anti- 
p37 se trató para bloquear selectivamente las 
inmunoglobulinas presentes en el suero que 
pudieran reaccionar con especies antigénicas 
de E. coli o del bacteriófago Xgtl 1. Para ello 
se adicionaron 20 pl del PAb anti-p37 a una 
mezcla compuesta por 1 mi de tampón TBS 
(xlO), 5 pl de Tween-20, 0,1 g de BSA y 
6,66 mi de un lisado de E. coli infectado por 
Xgtll (1,5 pg/pl de proteína), aforando la 
mezcla a 10 mi con agua destilada, de tal 
modo que la concentración final del lisado 
fuera de 1 mg/ml de proteína y el anticuerpo 
se encontrara diluido 1:500. La mezcla se in­
cubó durante 30 min en agitación se utilizó 
directamente como sonda en ensayos de ras­
treo sobre filtros de nitrocelulosa.
11.24. Rastreo de una genoteca de ADNc 
con el PAb anti-p37
La genoteca de ADNc empleada en este 
estudio fue cedida amablemente por la Dra. 
La Jean Chaffin (Texas Tech University 
Health Science Center, Lubbock, USA) 
(Alloush et a l9 1995). Dicha genoteca se 
construyó con los ADNc sintetizados a partir 
de la población de ARNms obtenidos de un 
cultivo de tubos germinativos de C. albicans 
3153A recogidos 30 min después de inducir 
la miceliación. Estos ADNcs se subclonaron 
en el bacteriófago Xgtl 1, el cual es un vector 
de expresión que contiene una copia del gen 
lac Z de E. coli, con un único sitio Eco Rl lo­
calizado 53 pb arriba del codón de termina­
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ción de traducción del gen lac Z. Las se­
cuencias codificantes (ADNcs) insertadas en 
la pauta de lectura y orientación correcta, se 
expresaran como proteínas de fusión cuyo 
extremo amino terminal consiste en la p-ga- 
lactosidasa y cuyo extremo carboxi terminal 
es el polipéptido codificado por el ADNc. Al­
gunas de estas proteínas de fusión poseerán 
epitopos antigénicos que pueden detectarse 
por su capacidad para reaccionar con anti­
cuerpos específicos. En nuestro estudio, la 
selección de los clones se realizó empleando 
como sondas los anticuerpos policlonales 
PAb anti-p37 (ver apartado 11.23) y PAb 
anti-tipo IV, un anticuerpo policlonal dirigido 
frente a la molécula de colágeno tipo IV.
Para el rastreo con los anticuerpos se ana­
lizaron varias placas Petri conteniendo cada 
una aproximadamente 30.000 clones recom­
binantes. Para ello se siguió el método descri­
to por Sambrook et al. (1989). En primer 
lugar se mezclaron 100 pl de suspensión de 
fago a la dilución apropiada con 150 pl de un 
cultivo de E. coli Y 1090 crecido 12-16 h en 
medio LB-maltosa, incubándose la mezcla 20 
min a 37°C. A la mezcla fago/bacteria se le 
adicionó un volumen adecuado de agar LB 
top fundido a 47°C y tras homogeneizar se 
vertió sobre las placas conteniendo un col­
chón de agar LB. Una vez hubo solidificado 
la cubierta de agar, las placas se incubaron 
tres horas a 42°C hasta la aparición de halos 
de lisis. A continuación se colocaron filtros de 
nitrocelulosa previamente impregnados en 
una solución de IPTG 100 mM prolongán­
dose la incubación durante 12 h a 37°C. A 
continuación los filtros se retiraron de las pla­
cas, marcando previamente su orientación, se 
lavaron con tampón TTBS 10 min y se 
bloquearon en una solución de tampón TTBS 
conteniendo BSA al 3%. Seguidamente se 
realizaron 4 lavados de 10 min cada uno, tras 
lo cual los filtros se incubaron con el primer
anticuerpo (PAb anti-p37) diluido 1:500 en 
tampón TTBSB. Después de realizar 4 lava­
dos más de 10 min cada uno se incubó cada 
filtro con una solución de inmunoglobulinas 
de cabra anti-conejo a una dilución 1/2.000 en 
tampón TTBSB.
Después de lavar tres veces los filtros de 
nitrocelulosa, al igual que se hacía en los 
métodos de inmunotransferencia (ver aparta­
do 11.15), la unión de los anticuerpos a los 
antígenos se visualizó mediante la aplicación 
de una mezcla de 60 mg de 4-cloro-l-naftol y 
60 pl de agua oxigenada (de 30 volúmenes) 
en 100 mi de tampón TBS. El 4-cloro-l- 
naftol se solubilizó en 20 mi de metanol frío, 
previamente a su incorporación a la mezcla 
de revelado. El desarrollo de la reacción colo­
reada que tiene lugar se detuvo, al alcanzarse 
la intensidad adecuada, mediante lavados con 
agua bidestilada.
Una vez identificados los clones positivos 
se cogieron las calvas correspondientes con 
pipeta Pasteur y se guardaron en tampón SM 
(NaCl, 100 mM; MgS047H20, 1 mM; Tris- 
HCl, pH 7,5, 20 mM y gelatina al 0,01%) 
conteniendo unas gotas de cloroformo, alma­
cenándose a 4°C (24-48 h), para eluir el fago 
recombinante y proceder posteriormente a su 
amplificación.
11.25. Purificación del ADNc del 
bacteriófago recombinante Xgtl 1 mediante 
el sistema Magic Lambda Preps
Para la obtención de un lisado fágico en 
gran escala se infectaron 0,5 mi de un cultivo 
de E. coli Y1090 crecido en LB-maltosa du­
rante 12-16 h con agitación a 37°C, con 10- 
20 pl de suspensión de fagos incubándose 20 
min a 37°C. El cultivo infectado se transfirió a 
un matraz de 250 mi que contenía 100 mi de 
medio LB, precalentado a 37°C y se incubó a 
dicha temperatura con agitación hasta que la 
lisis fue aparente (unas 5 h). A continuación
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se añadieron 0,5 mi de cloroformo para ase­
gurar la lisis y la incubación se prolongó du­
rante 15 min más. Finalmente el lisado se 
centrifugó a lO.OOOxg durante 10 min a 4°C 
para eliminar los restos celulares y el sobre­
nadante se transfirió a un tubo estéril y se 
guardó a 4°C. Una vez obtenido el lisado fá- 
gico en medio líquido se procedió a la degra­
dación del ADN bacteriano contenido en sus­
pensión en el lisado, mediante la adición a 10 
mi de lisado de 40 pl de nucleasa (una mezcla 
1:1 de DNasa I y RNasa A, preparada en la 
solución de resuspensión de la nucleasa tal y 
como se indica en el kit a una concentración 
en cada una de ellas de 0,25 mg/ml), incu­
bándose 15 min a 37°C. Seguidamente se 
añadieron 4 mi de la solución precipitante del 
fagos (suministrada por el kit) y se mezcló 
suavemente, manteniendo la mezcla en hielo 
durante 30 min. Los fagos precipitados se re­
cogieron por centrifugación a lO.OOOxg du­
rante 10 min a 4°C y se resuspendieron en 0,5 
mi de tampón de fagos (tampón SM). La 
eliminación de la cubierta del fago se llevó a 
cabo mediante la incubación a 37°C durante 
5 min, de la suspensión de fagos con pronasa 
a una concentración final de 0,5 mg/ml, 
centrifugándose seguidamente 10 seg a 
12.000xg para eliminar cualquier partícula in- 
soluble. El sobrenadante se transfirió a un 
nuevo tubo y el ADN del fago se purificó 
mediante la unión a una resina suministrada 
por el kit. El procedimiento consistía en aña­
dir 1 mi de resina al sobrenadante obtenido en 
el último paso y transferir la mezcla al interior 
de una jeringa. La resina unida al ADN del 
fago se lavó con 2 mi de isopropanol al 80 % 
y se secó por centrifugación durante 20 seg a
12.000 g. El ADN se eluyó con tampón TE 
(Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM, pH 8) 
precalentado a 80°C y posterior centrifuga­
ción a 12.000xg durante 20 seg, almacenán­
dose a 4°C o a -20°C.
11.26. Amplificación y titulación de los 
clones recombinantes positivos
La amplificación se llevó a cabo mezclan­
do 150 jal de un cultivo de E. coli Y1090 
crecido 12-16 h en medio LB-maltosa con 50 
pl de la solución a amplificar e incubando se­
guidamente 20 min a 37°C con agitación (250 
r.p.m .).
A continuación la mezcla se inoculó en 5 
mi de medio LB-maltosa y se incubó 6 h a 
37°C con agitación a 250 r.p.m.. Una vez ob­
servada la lisis se añadieron 250 pl de cloro­
formo y se prolongó la incubación durante 10 
min más. El lisado se centrifugó para eliminar 
los restos celulares y al sobrenadante se le 
añadió DMSO al 7%, almace-nándose a - 
20°C ó a -70°C.
Para la titulación de los lisados de fagos se 
realizaron diluciones decimales seriadas de 
cada amplificado de un clon con tampón SM, 
las cuales se sembraron en placas de la forma 
descrita para el rastreo (ver apartado 11.24), 
incubándolas al menos 8 h a 37°C. Para el 
contaje del número de calvas por placa se 
tomó la placa que contuviese entre 30 y 300 
calvas, para calcular a partir de ese dato el 
número de unidades formadoras de placas o 
calvas (ufp) en el lisado original.
n.27. Amplificación del ADN por la 
técnica de la reacción en cadena de la po­
limerasa
Para la amplificación de fragmentos de 
ADN por el método de la PCR se empleó un 
termociclador Gene-E (Techne). El método 
consistía en mezclar cantidades apropiadas de 
ADN molde, cebadores, desoxinucleótidos 
trifosfato (dNTPs) y Taq polimerasa y some­
ter la mezcla a las temperaturas adecuadas 
para la desnaturalización del ADN molde y 
alineamiento de los cebadores, con un pe­
riodo de repetición de 30 ciclos (Olher et al., 
1992; Lawyer et al., 1993). Todos los reac­
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tivos fueron suministrados por Promega Cor­
poration (Wisconsin, USA) y el protocolo se­
guido fue el siguiente: se mezcló 1 pg del 
ADN a amplificar (purificado como se indica 
en el apartado anterior) con 5 pl de tampón 
de PCR (xlO), 5 pl de solución de MgCl2 , 4 
pl de una mezcla de dNTPs, 1 pl de cada uno 
de los cebadores universales (1 pmol/pl) y 0,5 
pl de Taq polimerasa y se añadió agua en 
cantidad suficiente para completar un volu­
men de 30 pl. Para evitar la evaporación du­
rante la reacción, se adicionaron 20-30 pl de 
aceite mineral. A continuación la mezcla de 
reacción se sometió a varias temperaturas de 
forma cíclica de tal modo que se favoreciera 
la desnaturalización de la doble hélice del 
ADN (95°C), seguida del alineamiento de los 
cebadores en su zona complementaria y elon­
gación de los mismos por acción de la Taq 
polimerasa (72°C). Así el programa del ter- 
mociclador consistía en un primer ciclo de 1 
min a 95°C, 29 ciclos en los que la tempera­
tura se mantenía 40 seg a 95°C, 30 seg a 60°C 
y 2 min a 72°C y finalmente un último ciclo 
que se diferenciaba de los 29 anteriores en el 
tiempo de incubación a 72°C, que en este 
caso era de 15 min. Una vez realizada la 
amplificación la mezcla se almacenó a 4°C.
La temperatura necesaria para producirse 
el alineamiento del cebador con su zona 
complementaria varió según el cebador em­
pleado.
11.28. Preparación de Iisados de pépti- 
dos de fusión codificados por lisógenos del 
bacteriófago Xgtll
II.28.1. Obtención de lisógenos de 
^ g tl l  en la cepa de E. coli Y1089
La obtención de fagos recombinantes en 
estado de lisogenia se llevó a cabo según el 
método descrito por Sambrook et al. (1989). 
Un cultivo de E. coli Y1089 crecido durante 
16 h en medio LB-maltosa conteniendo 50
mg/ml de ampicilina y diluido posteriormente 
en medio LB, se infectó con el fago recombi­
nante, de tal modo que existiera una multipli­
cidad de sobreinfección de 5 (5 fagos/célula 
de E. coli Y 1089). La mezcla fago/bacteria se 
incubó 20 min a 32°C y a continuación se to­
maron 10 pl del cultivo infectado y se diluye­
ron en 10 mi de medio LB. Alícuotas de 100 
pl del cultivo diluido se extendieron con un 
asa de vidrio sobre placas de agar LB a una 
densidad de 200 células por placa y se incu­
baron a 32°C durante 16 h. A esta tempera­
tura el receptor del ciclo lítico es funcional. 
Seguidamente se tomaron 20 colonias con 
palillos estériles y se replicaron en dos placas, 
una de las cuales se incubó a 32°C y la otra a 
42°C durante 16 h. Las colonias lisogénicas 
no crecerán a 42°C ya que esa es la tempera­
tura de activación del ciclo lítico. La frecuen­
cia de lisogenia obtenida osciló entre el 10- 
50%.
II.28.2. Obtención de Iisados de lisóge­
nos
Para la identificación de los péptidos de 
fusión es necesaria la inducción de la lisis en 
los lisógenos. Por ello cada una de las colo­
nias lisogénicas fue inoculada en 2 mi de me­
dio LB conteniendo 50 mg/ml de ampicilina 
(LBamp) y los cultivos se incubaron durante 
12-16 h a 32°C con agitación fuerte (300 
r.p.m.). Posteriormente se adicionaron 50 pl 
de cada uno de esos cultivos a 4 mi de medio 
LBamp-maltosa precalentado a 30°C y se 
continuó incubando a 32°C con agitación 
fuerte. Los cultivos se incubaron hasta alcan­
zar una DOsqo de 0,45, densidad máxima a la 
que es posible inducir la producción de pro­
teínas en los lisógenos.
Los cultivos se transfirieron a un baño de 
agua atemperado a 44°C y se incubaron du­
rante 20 min a dicha temperatura con agita­
ción fuerte. A continuación se adicionó IPTG 
a cada cultivo hasta una concentración final
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de 10 mM y se incubaron durante 1 h a 37°C 
con agitación fuerte. Las células se recogie­
ron por centrifugación (3.000xg, 5 min a 
temperatura ambiente) y el sobrenadante se 
eliminó rápidamente por aspiración. Los se­
dimentos bacterianos se resuspendieron en 
1/25 del volumen original del cultivo con 
tampón de extracción de lisógenos (Tris-HCl 
50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5, 50 pg/pl de 
PMSF y ditiotreitol 5 mM) o bien en la solu­
ción solubilizadora empleada para solubilizar 
las muestras para electroforesis (ver apartado 
II.9) homogeneizándose seguidamente en un 
vórtex. Finalmente los Iisados celulares se 
congelaron con hielo seco y se almacenaron a 
-70°C.
11.29. Digestión del ADN con endonu- 
cleasas de restricción.
La digestión con los diferentes enzimas de 
restricción se realizó mediante la incubación 
de 1-3 pg de ADN durante 1-2 h (para el 
caso de ADN plasmídico) o 20 pg durante 
12-16 h (para el ADN cromosomal) con el/los 
enzimas (5-10 unidades para ADN plasmídico 
y 10-15 unidades para ADN cromosomal) en 
el tampón apropiado para cada tipo de enzima 
y siguiendo las condiciones indicadas por el 
fabricante (Boehringer-Manheim, S/A. y Pro- 
mega Corporation). El volumen de reacción 
se ajustaba a 20 pl con agua estéril. En las 
reacciones en las que no se deseaba contem­
plar la pureza de la muestra de ADN se adi­
cionaba 1 pl (para ADN plasmídico) o 5 pl 
(para ADN cromosomal) de una solución de 
RNasa (10 mg/ml) en los diferentes ensayos 
para eliminar el ARN contaminante que pu­
diera enmascarar la detección de fragmentos 
de restricción de pequeño tamaño.
11.30. Electroforesis del ADN en geles de 
agarosa
Los geles fueron preparados con agarosa 
(Bio-Rad) al 0,8% en tampón TAE (Tris-
acetato 40 mM pH 8,3, EDTA 1 mM) 
(Sambrook, et a l , 1990) y la electroforesis 
se realizó horizontalmente en una cubeta 
apropiada con el gel sumergido en el tampón 
correspondiente.
Antes de proceder a la electroforesis la 
muestra, previamente digerida, se mezcló en 
una proporción 1:6 con una solución de azul 
de bromofenol al 0,025 % y glicerol al 40% 
en tampón TAE para aumentar su densidad y 
visualizar el frente de la electroforesis y se 
corrió en paralelo con una mezcla de marca­
dores de peso molecular obtenidos mediante 
digestión del ADN del bacteriófago Xgtll 
con los enzimas de restricción EcoRI y 
Hindlll (Boehringer-Mannheim, S.A.). La 
electroforesis se realizó a voltaje constante 
(entre 40 y 90 V) durante 1-2 h.
En el caso de realizar la separación elec- 
troforética para eluir los fragmentos del gel, 
se empleó una agarosa de bajo punto de fu­
sión (Low melting point Agarose; Boehrin­
ger-Mannheim, S.A. ) al 0,9 % en tampón 
TAE y las condiciones de la electroforesis 
fueron más suaves, empleándose un voltaje 
menor (30-40 V) para evitar el recalentamien­
to del sistema o bien realizándose a 4°C.
El ADN fue visualizado tras la electrofo­
resis mediante tinción con una solución de 
bromuro de etidio (BrEt, 10 pg/ml) durante 
15 min y subsiguiente observación en un 
transiluminador ultravioleta (360 nm). Las 
fotografías se realizaron con un equipo Pola­
roid MP-4.
11.31. Elución de fragmentos de ADN 
a partir de geles de agarosa mediante el 
sistema Wizard PCR Prep. (Promega Cor­
poration)
El fragmento a eluir se identificó según se 
indica en el apartado 11.29 y se cortó lo más 
rápidamente posible la porción mínima de gel 
que contenía el fragmento, para evitar la de­
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gradación del ADN por la luz ultravioleta. 
Para la purificación del ADN se utilizó el 
método del kit Wizard PCR Prep DNA Pu- 
rification System (Promega Corp.) que con­
sistía en lo siguiente:
(i) Fundir el fragmento de agarosa transfe­
rido a un tubo Eppendorf mediante incuba­
ción a 70°C.
(ii) Añadir 1 mi de la resina Magic PCR 
Prep previamente resuspendida y agitar en un 
vórtex durante 20 seg.
(iii) Preparar una minicolumna (jeringas de 
3 mi desechables) para cada producto de 
PCR. Retirar el émbolo, colocar en el interior 
de la jeringa la mezcla ADN/resina y eliminar 
el exceso de líquido con ayuda del émbolo.
(iv) Lavar la resina pasando 2 mi de etanol 
al 80% con ayuda del émbolo, para eliminar 
otras macromoléculas biológicas contaminan­
tes (proteínas, nucleótidos, etc.)
(iv) Secar la resina para eliminar comple­
tamente el etanol, que podría inhibir posterio­
res reacciones enzimáticas, colocando un 
tubo eppendorf en la salida de la minicolumna 
y centrifugando 20 seg a 12.000xg.
(v) Transferir la minicolumna a un nuevo 
tubo y proceder a la elución del ADN me­
diante lavado de la resina con tampón TE 
precalentado a 80°C y centrifugado de la mi­
nicolumna 20 seg a 12.000xg. El ADN así 
obtenido puede almacenarse seguidamente a 
4°C o a -20°C.
11.32. Ligamiento de fragmentos de 
ADN para construir moléculas (plásmi­
dos) híbridas
El ligamiento de fragmentos compatibles 
de ADN se realizó mezclando vector/inserto 
con un volumen adecuado de ligasa de ADN 
del fago T4. La cantidad de inserto necesario 
para la ligación se calculó de la siguiente
forma:
ADN i = ADN v x (kb i/ kb v) x RM (i / v)
donde: ADNi y ADNv indican la cantidad 
la cantidad de ADN de inserto y vector res­
pectivamente, expresada en ng; kbi y kbv in­
dican el tamaño en kb del inserto y el vector 
respectivamente, y RM (i/v) indica la relación 
molar inserto/vector que suele ser de 4:1.
El protocolo empleado fue el siguiente: El 
fragmento de ADN correspondiente al inser­
to (conteniendo el producto de PCR) se mez­
cló en cantidad adecuada con el ADN del 
vector (en nuestro caso el vector pGEM-T) y 
se adicionó 1 pl de ligasa de T4 (0,3 unidades) 
y 1 pl de tampón de ligamiento (xlO), 
ajustándose el volumen final a 10 pl con agua 
estéril. Tanto el tampón como el enzima fue­
ron suministrados por Boehringer-Mannheim. 
La reacción se incubó a 15°C, durante 16-20 
h.
n.33. Transformación con ADN plas­
mídico
11.33.1. Preparación de células compe­
tentes
La introducción de moléculas de ADN en 
las células de E. coli requiere que estas se en­
cuentren en un estado especial (competencia) 
que puede obtenerse de manera artificial en el 
laboratorio. La cepa de E. coli empleada para 
este propósito fue la JM109, la cual puede 
usarse para la selección por color (blanco/ 
azul, dependiendo de la inserción o no 
inserción de ADNc en el sitio Eco Rl del gen 
lac Z ) y debe crecerse siempre en placas de 
medio mínimo (M-9) (ver apartado II.4).
Para ello un matraz con 100 mi de medio 
LB se inoculó con 0,5 mi de un cultivo de E. 
coli JM109 (crecido a partir de la inocula­
ción de una colonia en LB e incubado 12-16 h 
a 30°C) y se incubó a 37°C con agitación 
hasta que el cultivo alcanzó la fase exponen­
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cial de crecimiento (A^qq= 0,6), aproximada­
mente dos horas después. Las células se re­
cogieron por centrifugación (ó.OOOxg, 10 
min, 2°C), y se resuspendieron en 20 mi de 
solución salina estéril y fría (CaC^, 100 mM, 
M nCl2, 70 mM, acetato sódico, 40 mM, pH 
5,5), manteniéndose a 0°C durante 2 h. A 
continuación se recogieron de nuevo por 
centrifugación a 4°C, se resuspendieron en 5 
mi de solución salina fría y se adicionaron 
0,94 mi de glicerol estéril al 80%. La suspen­
sión se repartió en alícuotas de 0,2 mi que se 
almacenaron a -70°C.
II.33.2. Transformación en E. coli
Las células competentes mantenidas a 
-70°C se descongelaron a 0°C en hielo du­
rante 10 min. A continuación se adicionaron a 
las mezclas de ligamiento (conteniendo 10-20 
ng de ADN; ver apartado 11.32) a 0°C y se 
mantuvieron en hielo durante 30 min. Pasado 
este tiempo, las células fueron sometidas a un 
choque térmico (45°C, 1 min), y rápidamente 
enfriadas. Con este proceso las células com­
petentes internalizaban el ADN exógeno. Tras 
la transformación se adicionó, al tubo con las 
células bacterianas, 1 mi de LB y se procedió 
a incubar a 37°C durante 1 h, con objeto de 
que las células transformadas expresaran el 
gen de resistencia a ampicilina. Las bacterias 
se recogieron por centrifugación (5.000xg, 5 
min), se resuspendieron en 200 pl de medio 
LB y se realizaron diluciones seriadas decima­
les (1/10 a 1/ 1.000) de dicha resuspensión en 
el mismo medio (LB).
II.33.3.SeIección de los transformantes
La selección de los transformantes en el 
vector pGEM-T, se realizó aprovechando el 
hecho de que dicho vector posee el gen de 
resistencia a ampicilina. Además la cepa bac­
teriana JM109 está preparada para la selec­
ción de color blanco/azul, por lo que para se­
leccionar los transformantes, se sembraron 
100 pl de cada una de las diluciones anterio­
res en placas de agar LBamp conteniendo 
IPTG y X-Gal, y se incubaron a 37°C hasta la 
aparición de colonias (24 h). Las células 
transformadas dan lugar a colonias, distin­
guiéndose las que contienen plásmidos re- 
combinantes por su color blanco, debido a la 
ausencia de actividad p-galactosidasa.
11.33.4. Análisis de los clones recombi- 
nantes por el sistema Wizard Minipreps. 
(Promega Corporation)
El análisis de los recombinantes se realizó 
empleando el kit Wizard minipreps-DNA 
purifícation system. Para ello se seleccionaron 
cinco transformantes de cada ligamiento y se 
crecieron durante 12-16 h en tubos conte­
niendo de 1-3 mi de LBamp. Las células se 
recogieron por centrifugación a 12.000 r.p.m. 
durante 1-2 min y se resuspendieron en 200 p 
1 de solución de resuspensión (Tris-HCl, 50 
mM, pH 7,5, EDTA, 10 mM y RNasa A, 100 
pg/ml). A continuación se procedió a la lisis 
celular mediante la adición de 200 pl de so­
lución de lisis (NaOH, 200 mM, SDS al 1%) 
y agitación por inversión hasta la desaparición 
de la turbidez. Seguidamente se añadieron 
200 pl de solución de neutralización (acetato 
potásico, 1,32 M; pH 4,8) y se mezcló por in­
versión. Los restos celulares se eliminaron 
mediante centrifugación a 12.000 r.p.m. du­
rante 5 min y el sobrenadante se reservó para 
la posterior purificación del ADN plasmídico.
Un mi de Mini-prep DNA Purifícation Re- 
sin, previamente resuspendida por agitación 
vigorosa, fue añadido al sobrenadante obteni­
do en el paso anterior, y la mezcla resultante 
fue introducida en el interior de una jeringa de 
1-3 mi. La mezcla ADN/resina se lavó con 2 
mi de solución de lavado (NaCl, 200 mM, 
Tris-HCl, 20 mM; pH 7,5 y EDTA 5 mM) 
forzando el paso por la columna con ayuda 
del émbolo. Para eliminar el exceso de líquido 
se colocó un tubo Eppendorf en la boca de la
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jeringa y se centrifugo a 12.000 r.p.m. du­
rante 20 seg. La minicolumna se transfirió a 
un nuevo tubo y se añadieron 50 pl de tam- 
pón TE precalentado a 80°C. Después de 1 
min, la columna se centrifugó a 12.000 r.p.m. 
durante 20 seg y el ADN recuperado se guar­
do a 4°C o a -20°C hasta su uso.
Una vez obtenido el ADN plasmídico, se 
procedió al análisis del mismo mediante di­
gestión con endonucleasas de restricción y 
posterior electroforesis en geles de agarosa 
con objeto de seleccionar aquellos clones que 
contuvieran la construcción plasmídica de­
seada.
11.34. Purificación de ADN plasmídico
El ADN plasmídico se purificó siguiendo 
el método descrito para el análisis de los 
plásmidos recombinantes en E. coli (apartado
II.33.4). La purificación de plásmidos a gran 
escala se realizó empleando el kit Wizard 
maxi-preps de Promega. El procedimiento es 
idéntico al de las minipreparaciones, pero se 
trabaja con mayor cantidad de cultivo, 
obteniéndose así mayores cantidades de ADN 
plasmídico.
Para la purificación de ADN plasmídico 
destinado a la secuenciación automática se 
empleó el método de la lisis alcalina/ precipi­
tación con PEG. El protocolo consiste en lo 
siguiente:
(i) Incubar una colonia recombinante (ver 
apartado II.33.3) en 50 mi Terrific Broth 
(Sigma) suplementado con ampicilina 50 
mg/ml, durante 12-16h a 37°C.
(ii) Recoger alícuotas de 1,5 mi por centri­
fugación a 12.000 r.p.m. durante 1 min. Pue­
den recogerse hasta 4,5 mi por tubo mediante 
centrifugaciones sucesivas.
(iii) Eliminar el sobrenadante de cada tubo 
por aspiración y resuspender el sedimento de 
células en 200 pl de tampón GTE (glucosa,
50 mM, Tris, 25 mM; pH 8, EDTA, 10 mM; 
pH 8).
(iv) Añadir 300 pl de una solución fresca 
de NaOH, 0,2 N, SDS 1%, mezclar por in­
versión e incubar en hielo durante 5 min.
(vi) Neutralizar la solución mediante la 
adición de 300 pl de acetato potásico 3 M, 
pH 4,8, mezclar por inversión e incubar en 
hielo durante 5 min.
(vii) Eliminar los restos celulares mediante 
centrifugación a temperatura ambiente a
12.000 r.p.m. durante 10 min y transferir el 
sobrenadante a un nuevo tubo.
(viii) Añadir RNasa A a una concentración 
final de 20 pg/ml e incubar a 37°C durante 20 
min.
(ix) Extraer el sobrenadante 2 veces con 
400 pl de cloroformo. Centrifugar el tubo 
durante 1 min a 12.000 r.p.m. para separar las 
fases y recoger la fase acuosa (superior).
(x) Precipitar el ADN total adicionando un 
volumen igual de isopropanol al 100% y 
centrifugando a 12.000 r.p.m. durante 10 min 
a temperatura ambiente.
(xi) Lavar el precipitado con 500 pl de 
etanol al 70% y secar a vacío durante 5 min.
(xii) Disolver el sedimento en 32 pl de 
agua desionizada estéril y precipitar el ADN 
plasmídico por adición de 8 pl de NaCl, 4M y 
40 pl de polietilenglicol (PEG8000) al 13% 
estéril.
(xiii) Incubar la muestra durante 20 min en 
hielo y recoger el ADN plasmídico por centri­
fugación a 12.000 r.p.m. en una centrífuga de 
ángulo fijo durante 15 min a 4°C.
(xiv) Eliminar cuidadosamente el sobrena­
dante, lavar el sedimento de ADN plasmídico 
con 500 pl de etanol al 70%, secarlo a vacío 
durante 5 min y resuspenderlo en 20 pl de
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agua desionizada estéril, almacenándolo a - 
20°C.
n.35. Obtención de ADN cromosomal 
de levaduras
El ADN de levaduras de C. albicans, se 
obtuvo a partir de 20 mi de cultivos en YPD 
crecidos hasta fase exponencial de creci­
miento mediante el método descrito por 
Rothstein (1985) en el que el ADN se ob­
tiene a partir de protoplastos, para evitar la 
ruptura de las células con perlas de vidrio, 
que fragmentarían el ADN. Los protoplastos 
se prepararon según el método descrito en el 
apartado II.6. Posteriormente se adicionaron 
200 pl de acetato potásico 5 M y 150 pl de 
NaCl 5 M y la mezcla resultante se mantuvo 
en hielo durante 20 min, centrifugándose a 
continuación a 15.000 r.p.m. durante 20 min 
en una centrífuga para tubos eppendorf. Se­
guidamente se añadió 1/3 de volumen de la 
mezcla de polietilenglicol (PEG6000) al 30% 
y se incubó en hielo durante 10 min. El pre­
cipitado se recogió por centrifugación 
(15.000 r.p.m., durante 10 min) y se disolvió 
en 40 pl de tampón TE.
11.36. M areaje no radiactivo de sondas 
de ADN
Los fragmentos de ADN fueron marca­
dos mediante el empleo del kit comercial de la 
casa Boehringer-Mannheim (DIG DNA labe- 
ling and detection kit), siguiendo sus instruc­
ciones. La sonda a marcar fue purificada por 
elución a partir de un gel de agarosa. El 
fragmento de ADN se desnaturalizó térmica­
mente, y el mareaje se realizó mediante la 
síntesis de las cadenas complementarias por 
acción del fragmento Klenow de la ADN po- 
limerasa, en presencia de dUTP marcado con 
digoxigenina. Como cebadores se emplean 
mezclas de hexanucleótidos que hibridan con 
la sonda en puntos distribuidos al azar. Este
tipo de ensayo permite la detección de la 
sonda tras la hibridación mediante inmunoen- 
sayo empleando anticuerpos frente a digoxi­
genina marcados con fosfatasa alcalina.
11.37. Análisis de los fragmentos de res­
tricción de ADN mediante hibridación con 
sondas
II.37.1. Transferencia de las moléculas 
de ADN a filtros de Nylon (Southern)
La transferencia se llevó a cabo por el 
método de Southern (1975) con ligeras 
modificaciones descritas por Sambrook et al. 
(1989).
Una vez completada la separación electro- 
forética los fragmentos de ADN en geles de 
agarosa, se trataron para desnaturalizar el 
ADN y facilitar su transferencia, del siguiente 
modo:
(i) lavado, por duplicado, con HC1 0,25 
M, durante 15 min.
(ii) lavado con una solución de NaCl 1 M y 
NaOH 0,5 M durante 15 min, por duplicado.
(iii) neutralización con Tris-HCl 1 M pH 7, 
NaCl 0,6 M, durante 15 min, por duplicado.
(iv) saturación del gel en tampón SSC x20 
(NaCl 3 M, citrato sódico 0,3 M, pH 7), du­
rante 15 min.
Todos los tratamientos se realizaron con 
agitación suave a temperatura ambiente.
La transferencia se realizó simultáneamen­
te a dos filtros de Nylon (Hybond-N, Amer- 
sham), como se describe a continuación:
Sobre un taco de hojas de papel absorben­
te (5 cm), de dimensiones superiores al gel, se 
colocaron dos filtros Whatmann 3MM empa­
pados en tampón SSCx20. Sobre ellos se 
situó el filtro de Nylon equilibrado con el 
mismo tampón. A continuación se colocó el 
gel de agarosa, y sobre él se situaron de
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nuevo otro filtro de Nylon, equilibrado en 
tampón, dos filtros Whatmann 3MM también 
equilibrados, y otro taco de papel absorbente 
(5 cm de espesor aproximadamente). Todo el 
montaje se realizó sobre una superficie plana. 
Para asegurar el paso de tampón a través del 
filtro, el gel se aisló del papel absorbente co­
locando en sus bordes trozos de plástico 
(Parafilm). El contacto entre todos los com­
ponentes del sistema se aseguraba para evitar 
la formación de burbujas entre ellos y colo­
cando un peso (0,5-1 kg) encima del montaje.
La transferencia se realizó a temperatura 
ambiente durante 16-20 h. Tras la misma, el 
ADN transferido se fijó al filtro mediante in­
cubación a 120°C durante 30 min.
II.37.2. Hibridación ADN/ADN
La hibridación se llevó a cabo por el 
método descrito en el kit de detección no ra­
diactiva de ADN (Lumigen PPD) de Boeh- 
ringer-Mannheim. El protocolo consiste en lo 
siguiente:
(i) Incubar los filtros durante 1-3 h en la 
solución de prehibridación DIG Easy Hyb 
(SSCx5, reactivo de bloqueo al 1%, N- 
laurilsarcosina al 0,1 %, SDS al 0,02%) (25 
mi de solución/ 100 cm2 de filtro) a 68°C en 
un horno de hibridación.
(ii) Sustituir la solución anterior por otra 
igual (5 ml/100 cm2) que contenga la sonda 
(10-20 ng/ml) desnaturalizada por calenta­
miento (5 min a 100°C). La hibridación se 
realizó a 68 °C durante 16-20 h.
(iii) Lavar los filtros 2 veces durante 5 min 
cada vez con tampón SSC x2, conteniendo 
SDS al 0, 1%, a temperatura ambiente.
(iv) Realizar dos lavados más de 15 min a 
68°C con tampón SSC (x0,l)  con 0,1% de 
SDS.
La detección de la sonda hibridada se rea­
lizó empleando el kit Lumigen PPD de Boeh-
ringer-Mannheim, siguiendo las instrucciones 
descritas en el mismo.
11.38. Obtención de ARN
El ARN total de células levaduriformes y 
de blastosporas germinadas de C. albicans se 
obtuvo siguiendo básicamente el método 
descrito por Denis et al (1981) a partir célu­
las en ayuno metabólico crecidas durante 3 h 
de incubación a 28°C y 37°C respectivamente.
Las células se sedimentaron por centrifu­
gación (4.000xg, 5 min) en botellas estériles y 
se resuspendieron en 1,5 mi de tampón LETS 
(LiCl 0,1 M, EDTA 10 mM, Tris-HCl 10 
mM, pH 7,4 y SDS 0,2%), pasándose a tubos 
de vidrio Córex (de 30 mi) estériles que con­
tenían 11 g de perlas de vidrio estériles 
(diámetro: 0,45 mm) y 1,5 mi de fenol/LETS 
(fenol equilibrado con tampón LETS). La 
mezcla se agitó vigorosamente en vórtex 
durante intervalos de 1 min intercalados con 
periodos de reposo en hielo, hasta conseguir 
un porcentaje elevado de rotura celular, la 
cual se determinaba por observación micros­
cópica. Seguidamente al lisado resultante se 
le adicionaron 3,5 mi de tampón LETS y se 
centrifugó a 4.000xg durante 10 min. El se­
dimento fue desechado y la fase acuosa 
(superior) se recogió en nuevos tubos y se 
sometió al menos a cuatro extracciones con 
fenol/cloroformo (fenol equilibrado/clorofor­
mo/alcohol isoamílico en proporción 28:25:
1). Finalmente se realizó una extracción única 
con cloroformo y el ARN así purificado se 
precipitó por adición de un volumen de LiCl 
5 M a la fase acuosa y mantenimiento durante 
3 h a -20°C. El precipitado se recogió por 
centrifugación a 12.000xg durante 15 min a 
2°C, y se lavó con etanol al 80% frío. El se­
dimento fue secado al vacío y se disolvió en 
100-200 pl de tampón TE.
Todo el material empleado en la obtención 
del ARN fue previamente esterilizado en un 
homo Pasteur durante 3 h a 180°C o bien
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tratado con dietilpirocarbonato (DPC) al 
0,1% durante al menos 1 h y posterior esteri­
lización en autoclave.
11.39. Análisis de las especies de ARN 
mediante hibridación con sondas marca­
das
n.39.1. Electroforesis del ARN en geles 
de agarosa
Antes de realizar la separación electrofo- 
rética, el ARN se desnaturalizó mediante la 
adición por cada 10 pg de ARN de 2 pl de 
tampón MOPS(ácido 3-[N-Morfolino]propa- 
no sulfónico)xlO conteniendo (MOPS 0,2 M, 
acetato sódico 50 mM, EDTA 10 mM, pH 7), 
10 pl de formamida desionizada, 3,25 pl de 
formaldehído (40%), 1 pl de BrEt (10 mg/ml) 
y agua hasta un volumen final de 20 pl. La 
mezcla se incubó a 55°C durante 15 min y a 
continuación se colocó en hielo. Para la elec­
troforesis se adicionó a las muestras 1/6 de su 
volumen de una solución solubilizadora com­
puesta por azul de bromofenol (25%) y glice- 
rol (40%) en agua. La separación electrofo- 
rética se realizó en geles del 1,2% de agarosa 
preparado en tampón MOPS conteniendo 
formaldehído (1%), y a un voltaje constante 
de 85 voltios durante 4 h. El tampón de elec­
troforesis era MOPSxl conteniendo formal­
dehído al 1%.
Todo el material empleado fue previamen­
te tratado con DPC al 0,1% y esterilizado.
II.39.2. Transferencia de ARN a filtros 
de Nylon (Northern).
Antes de la transferencia, el gel fue equili­
brado por inmersión en sucesivos tampones y 
soluciones con la pauta siguiente:
(i) Lavado de 5 min con agua estéril.
(ii) Lavado con NaOH 50 mM durante 30 
min.
(iii) Neutralización con Tris-HCl 0,1 M, 
pH 7,5 durante 30 min.
(iv) Equilibrado en tampón SSC (xl) du­
rante 30 min.
La transferencia a filtros de Nylon (A- 
mersham) se realizó según las intrucciones del 
fabricante. El montaje consistió en colocar un 
soporte sólido y plano dentro de una cubeta y 
sobre él, situar una placa de vidrio cubierta 
por dos papeles de filtro, empapados en SSC 
(xl), de manera que sus extremos descansa­
ran sobre la cubeta. Encima se colocaron 2 
filtros Whatman 3MM, también empapados 
en tampón, de tamaño ligeramente superior 
al del gel, y sobre él se situó el gel de aga­
rosa. Inmediatamente encima se colocó el fil­
tro de Nylon, equilibrado en tampón, dos pa­
peles Whatmann 3MM y un taco de papel ab­
sorbente. Sobre el sistema se puso un peso 
aproximado de 1 kg, y el gel se aisló comple­
tamente del papel absorbente colocando plás­
tico (Parafilm) en sus bordes, de manera que 
el tampón solo pudiera circular a través del 
filtro. El tampón de transferencia SSC (xl) se 
colocó en la cubeta y por capilaridad ascendía 
a través del gel hacia el papel absorbente. La 
transferencia se realizó a temperatura ambien­
te durante 16-20 h. Todo el material emplea­
do estaba esterilizado y/o tratado con DPC al 
0 , 1%.
El filtro de Nylon conteniendo el ARN 
transferido se iluminó con luz UV (360 nm) 
para señalar la posición de los ARN ribosó- 
micos, que servían de marcadores de tamaño 
y se fijó durante 30 min a 120°C.
11.39.3. Hibridación con sondas no ra­
diactivas y revelado
La hibridación se realizó según el proto­
colo recomendado por la firma Boehringer- 
Mannheim. Los filtros fueron equilibrados 
con la solución de prehibridación (SSC x5, 
formamida desionizada al 50%, KH2PO4 50 
mM, pH 7,2, SDS al 7%, reactivo de bloqueo 
al 2%, 50 |ig/ml de ADN sonicado y desnatu­
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ralizado de esperma de arenque y 50 pg/ml de 
ARNt) en la proporción de 15 mi por 100 
cm2 de filtro, durante al menos 1 h a 50°C.
Tras la prehibridación, la solución utilizada 
se sustituyó por una nueva de idéntica com­
posición que contenía la sonda marcada 
(aproximadamente 20 ng/ml). La proporción 
de solución de hibridación era de 7,5 ml/100 
cm2 de filtro. El tiempo de hibridación fue de 
16-20 h en un homo de hibridación a 509C.
Antes del revelado, el filtro se lavó con las 
siguientes soluciones:
(i) SSC, SDS 0,1%, 5 min a temperatura 
ambiente (dos veces).
(ii) SSC (x0,2), SDS, 0,1%, 20 min a 
65°C, dos veces.
El revelado se realizó empleando el kit 
Lumigen PPD (Boehringer) siguiendo las 
instrucciones del mismo que se describen en 
el apartado II.37.2.
11.40. Secuenciación del ADN
El ADNc subclonado en el vector pGEM- 
T se secuenció utilizando los cebadores uni­
versales de A.gtll "forward" y "reverse". Los 
oligos sintéticos deducidos de la secuencia 
fueron suministrados por la firma Durviz S.L. 
(Valencia, España). La secuenciación se reali­
zó siguiendo el protocolo Taq Dyedeoxy 
Terminator Sequencing Kit (Applied Biosys- 
tems, Inc) y la secuencia nucleotídica se de­
terminó en un secuenciador automático de 
ADN (Applied Biosystem automated DNA 
secuencer 373A). La secuencia de nucleóti- 
dos se comparó con las bases de datos EMBL 
y GenBank utilizando el programa FASTA 
(Lipman et al., 1985).
11.41. Productos químicos y reactivos
Los reactivos empleados en las elec­
troforesis, así como en los experimentos de
transferencia y de biología molecular fueron 
de la firma Bio-Rad (Richmond, California, 
USA), Promega Corporation (Wisconsin, 
USA), Hoefer (San Francisco, U.S.A), Amer- 
shan International (UK) y Boehringer- 
Mannheim (Alemania). La Zimoliasa 20T se 
obtuvo de Seikagaku Kogyo Co. (Japón). La 
mayor parte de los reactivos y productos 
químicos fueron suministrados por Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, Missouri, USA). 
Excepto en los casos en que queda expresa­
mente indicado, el resto de productos em­
pleados fueron de grado de pureza para aná­
lisis, y se obtuvieron de las firmas Merck 
(Alemania) y Panreac (España).
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in .  RESULTADOS Y DISCUSIÓN
DOLI. Identificación de receptores para 
laminina presentes en la superficie de C. 
albicans
La laminina, un componente mayoritario 
de la membrana basal de los tejidos animales 
(Timpl et al., 1979), es una glicoproteína con 
diferentes dominios funcionales, que parece 
jugar un papel crítico no sólo en los procesos 
normales de adhesión celular, sino también en 
la invasión de los tejidos por microorganis­
mos patógenos y en la metástasis tumoral. En 
este contexto, se han identificado receptores 
específicos para laminina en células tumora- 
les, bacterias patógenas (Lopes et al., 1986; 
Rao et al., 1983; Switalski et al., 1987; 
Wewer et al., 1986), y recientemente también 
en C. albicans (Bouchara et al., 1990). Al­
gunas de las proteínas con capacidad para li­
gar laminina identificadas en las células ani­
males pertenecen a la denominada familia de 
las integrinas, mientras que otras son recepto­
res del tipo no integrina (Me Donald, 1989; 
Ruoslahti, 1991). Entre estos últimos se ha 
identificado un receptor humano de 67 kDa 
de alta afinidad para laminina (67 LR) así 
como un precursor del mismo de 37 kDa (37 
LRP), que también muestra elevada afinidad 
por el ligando, tanto en células normales 
como tumorales (Castronovo et al., 1990, 
1991; Rao et al., 1989). Teniendo en cuenta 
que experiencias previas llevadas a cabo por 
nuestro grupo habían apuntado la posibilidad 
de que C. albicans poseyera receptores para 
laminina (López-Ribot, 1991) y con objeto 
de determinar si la cepa patrón empleada en 
este estudio (ATCC 26555) tuviera recepto­
res para laminina semejantes a los descritos 
por Bouchara et al. (1990) en otro aisla­
miento de C. albicans, se procedió a detectar 
la presencia de especies proteicas y/o glico- 
proteínas capaces de interaccionar con lami­
nina de origen humano en el material solubili-
zado de la pared celular del hongo mediante 
2-ME, utilizando un procedimiento semejante 
al empleado por nuestro grupo para caracteri­
zar receptores de fibrinógeno en C. albicans 
(Casanova et al., 1992b). Mediante este 
procedimiento, se puso de manifiesto la exis­
tencia de dos polipéptidos de 67 y 37 kDa en 
los extractos de células levaduriformes que 
mostraron la capacidad para interaccionar es­
pecíficamente con laminina (Fig. III. 1, panel 
B, calle 1, flechas) entre todas las especies 
polipeptídicas detectadas mediante tinción 
con azul de Coomasie, en los extractos de 2- 
ME (Fig.III.l, panel A, calles 1,2) y en los li- 
sados de protoplastos (Fig.III.l, panel A, ca­
lles 3,4) de ambas fases morfológicas del 
hongo. Cuando las hojas de nitrocelulosa se 
incubaron únicamente con el anticuerpo anti- 
laminina acoplado a peroxidasa, no se detectó 
banda reactiva alguna, evidencia adicional de 
que la reacción observada (Fig.III.l, panel B, 
calle 1) era dependiente de la interacción es­
pecífica previa de los polipéptidos tranferidos 
con laminina. Mediante tinción con el conju­
gado Con A-peroxidasa se puso de manifiesto 
que la especie de 67 kDa era una manopro- 
teína, mientras que la banda de 37 kDa no 
mostró reactividad frente a la lectina, lo que 
sugiere la ausencia de residuos azucarados en 
esta especie (no mostrado).
Debido a que los dos presuntos receptores 
para laminina detectados en el experimento 
indicado en la Fig.III.l poseían un peso mole­
cular aparente (67 y 37 kDa) semejante al del 
receptor humano de alta afinidad para lamini­
na (67 LR) y su precursor (37 LRP) ante­
riormente descritos, se investigó a continua­
ción si las dos especies presentes en los ex­
tractos de 2-ME de C. albicans exhibían 
reactividad cruzada con dos anticuerpos po- 
liclonales dirigidos contra (i) un dominio ex- 
tracelular localizado en la región carboxiter- 
minal próximo al dominio de unión a laminina
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Fig.III.l. Análisis mediante electroforesis en geles en gradiente de acrilamida del 5-15% (SDS- 
PAGE) y electrotransferencia (Westem-blotting) de extractos obtenidos mediante tratamiento con 
2-ME (calles 1,2; las muestras aplicadas en cada calle contenían unos 300 pg de material expresado 
como contenido en azúcar total) y de lisados de protoplastos (calles 3,4; en este caso se aplicaron 
40 pg de material expresado como contenido en proteína total en cada calle) de células 
levaduriformes (calles 1,3) y de levaduras germinadas (calles 2,4). Tras la electroforesis, los geles 
fueron teñidos con azul de Coomasie (panel A) o alternativamente transferidos a papel de 
nitrocelulosa (panel B). Las flechas indican polipéptidos de 37 y 67 kDa, presentes exclusivamente 
en los extractos de 2-ME obtenidos de células en fase levaduriforme, que mostraron reactividad tras 
el ensayo de unión a laminina (panel B) descrito en el capítulo de Materiales y Métodos. A la 
derecha de cada panel se indica el tamaño molecular (expresado en kilodaltons; kDa) de proteínas 
estandard corridas en paralelo. En el panel B (calle S) se aplicó una mezcla de proteínas preteñidas 
de peso molecular conocido.
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de la especie 67 LR (PAb 4160; Castronovo 
et a l 1991) y (ii) un dominio interno de di­
cha molécula (PAb 4056; Castronovo et al. , 
1990). Con el PAb 4160 solo se detectó 
reactividad con la especie de 37 kDa presente 
en el extracto de 2-ME de células levaduri- 
formes, (Fig.III.2, panel A, calle 1, flecha), 
mientras que el PAb 4056 reconoció básica­
mente una especie de 37 kDa en todas las 
muestras analizadas (Fig.III.2, panel B; calles
1-4, flecha), además de dos especies minori­
tarias de 67 y 34 kDa presentes en los Usados 
de protoplastos de células levaduriformes 
(Fig.III.2, panel B; calle 3, estrellas).
Mediante inmunofluorescencia indirecta, el 
PAb 4160 reconoció exclusivamente la su­
perficie de las células levaduriformes (Fig.III. 
3, paneles B y C), particularmente unas leva­
duras que poseían un tamaño medio superior 
al resto de células en la población (Fig.III.3, 
panel E, flechas). Estas células que represen­
taban alrededor del 10% del total de la po­
blación, mostraron un patrón de fluorescencia 
irregularmente distribuida en su superficie 
(Fig.III.3, paneles B y C) tras la tinción de 
inmunofluorescencia indirecta utilizando el 
PAb 4160 como sonda. Ello sugiere que los 
receptores para laminina no se encuentran 
homogéneamente distribuidos en la superficie 
de las células in vivo; una observación seme­
jante ha sido recientemente publicada por 
nuestro grupo en relación con el receptor ma- 
noproteico de 58 kDa para fíbrinógeno de C. 
albicans (Martínez et ah, 1994). La reacción 
observada con el PAb 4160 fue específica, 
puesto que no se detectó fluorescencia cuan­
do las células se enfrentaron solamente al se­
gundo anticuerpo marcador acoplado a FITC. 
Así mismo, con el PAb 4160 tampoco se ob­
servó fluorescencia en los filamentos micelia- 
les ni en las levaduras de las que emanaban 
los tubos germinativos (Fig. III.3). Tras la 
reacción con el PAb 4056, tanto las levaduras
como los filamentos miceliales exhibieron una 
fluorescencia superficial muy débil (no mos­
trado).
Los receptores de laminina encontrados en 
el presente trabajo parecen diferentes de los 
previamente identificados por Bouchara et 
a/.(1990) en C. albicans. En primer lugar, 
estos autores identificaron receptores en los 
filamentos miceliales, pero no en células leva­
duriformes como en el presente trabajo. En 
segundo lugar, aunque estos autores descri­
bieron componentes de la superficie celular 
de tubos germinativos con capacidad para li­
gar laminina que exhibían un peso molecular 
similar a la especie 67 LR (68, 62 y 60 kDa), 
estos receptores pertenecían a una familia de 
proteínas y glicoproteínas con afinidades múl­
tiples por diferentes ligandos como laminina, 
fíbrinógeno y C3d (Calderone et aL, 1988; 
Saxena et al., 1990; Tronchin et aL, 1987). 
Sin embargo, las proteínas de 37 y 67 kDa 
descritas en este trabajo, no mostraron capa­
cidad de interaccionar con otras proteínas ta­
les como fíbrinógeno, fibronectina o colágeno 
IV, bajo las condiciones experimentales ensa­
yadas. Además la proteína de 37 kDa presen­
te en el extracto de 2-ME de células levaduri­
formes (Fig.III.l, panel A, calle 1) así como 
la especie de 67 kDa detectada en los lisados 
de protoplastos de células levaduriformes 
(Fig.III.2, panel B, calle 3, estrella superior), 
exhibieron inmunorreactividad con anticuer­
pos dirigidos frente a diferentes dominios to- 
pológicos y funcionales del receptor humano 
de alta afinidad para laminina. Esta observa­
ción no es del todo sorprendente ya que se ha 
descrito la existencia de reactividad cruzada 
entre anticuerpos dirigidos frente a receptores 
de laminina bacterianos y el correspondiente 
receptor de laminina de células animales 
(Motta et al., 1988). Además recientemente 
se ha caracterizado una secuencia de ADN 
que codifica para una proteína idéntica al re-
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Fig in.2. Análisis mediante SDS-PAGE (en geles en gradiente de acrilamida del 5-15%) y 
electrotransferencia de extractos de 2-ME (calles 1,2) y de lisados de protoplastos (calles 3,4) 
obtenidos de células levaduriformes (calles 1,3) y de levaduras germinadas (calles 2,4). La cantidad 
de muestra aplicada en cada caso es la indicada en la leyenda de la Fig.III.l. Tras la electroforesis, 
los polipéptidos fueron transferidos a papel de nitrocelulosa, que se incubaron con los antisueros 
policlonales PAb 4160 (panel A) y PAb 4056 (panel B) dirigidos contra diferentes dominios del 
receptor humano de alta afinidad para laminina (ver texto). Las flechas en ambos paneles señalan la 
especie de 37 kDa que exhibió reactividad frente a los anticuerpos ensayados. Las estrellas en el 
Panel B indican otros polipéptidos presentes en el lisado de protoplastos de células levaduriformes 
que también mostraron una cierta reactividad frente al PAb 4056. El tamaño molecular de proteínas 
preteñidas corridas en paralelo (calle S) se muestra a la izquierda de cada panel (expresado en kDa).
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Fig.m.3. Microscopía de contraste de fases (D>E) y de fluorescencia (A-Q de células incubadas con 
PAb 4160 (dilución 1:50). C. albicans ATCC 26555 se incubó bajo condiciones que indujeran la 
formación de tubos germinativos (AJD) o el crecimiento en forma de levadura (B,C,E). En el panel 
E las flechas señalan células levaduriformes con un tamaño superior al promedio, que fueron las 
únicas que exhibieron fluorescencia irregularmente distribuida en su superficie. La barra en el 
panel A representa 3 pm y es la misma escala utilizada en el resto de los paneles.
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ceptor humano de alta afinidad para laminina 
en S. cerevisiae (Weinstock et al., 1993).
No obstante no puede descartarse la po­
sibilidad de que los resultados hallados refle­
jen una característica particular de la cepa de 
C. albicans (ATCC 26555) utilizada. En este 
contexto, la heterogeneidad en la expresión 
de inmunodeterminantes superficiales no solo 
entre diferentes cepas de C. albicans sino in­
cluso entre células de una misma población 
(Gil et al., 1991; Poulain et a l,  1985) y la 
variación fenotípica, un fenómeno que se cree 
que modifica las características antigénicas de 
la superficie celular de C. albicans (Martínez 
et a l , 1990; Solí et al., 1992), podrían estar 
implicadas en la aparición de moléculas con 
homología con el receptor de alta afinidad 
para laminina en células levaduriformes de la 
cepa ATCC 26555. Nuestro grupo ha descri­
to que dicha cepa exhibe una frecuencia de 
variabilidad fenotípica espontánea (Martínez 
et al., 1990) semejante a la descrita por David 
Solí en la cepa de C. albicans 3153 A (Solí et 
al., 1992). Hay que destacar que las células 
que expresaban el receptor de 37 kDa, eran 
de mayor tamaño que el resto de células de la 
población (Fig.III.3, panel E, flechas) y exhi­
bían una morfología en forma de judía seme­
jante a la descrita para las levaduras del feno­
tipo "opaco” que es uno de los diferentes sis­
temas de variabilidad fenotípica descritos en 
C. albicans (Solí, 1992). En consecuencia, las 
levaduras que expresan el receptor de lamini­
na podrían representar una subpoblación fe- 
notípicamente diferente al resto de las células, 
con componentes superficiales específicos. En 
este contexto hay que indicar que las células 
de los fenotipos "blanco" y "opaco" tienen 
marcadas diferencias en su capacidad de ad­
herencia a tejidos animales (Solí, 1992). Al­
guna o todas las diferentes posibilidades co­
mentadas en este párrafo podrían justificar las 
diferencias entre los resultados mostrados en
esta memoria y los publicados por Bouchara 
et al. (1990) en relación con la caracteriza­
ción de receptores para laminina en C. albi­
cans.
Teniendo en cuenta los resultados de otros 
autores (Bouchara et al., 1990; Klotz et a l, 
1992; Tronchín et al., 1987), nuestros datos 
señalan la posibilidad de que se expresen de 
forma selectiva o constitutiva diferentes re­
ceptores para laminina en la superficie celular 
de C. albicans. Así, un homólogo altamente 
conservado de la especie 37 LRP humana, la 
cual parece ser una proteína multifuncional 
que juega diferentes papeles en el citoplasma 
y en la superficie celular como receptor para 
laminina (Castronovo et a l,  1991), se en­
cuentra presente aparentemente en las células 
levaduriformes de C. albicans.
En cualquier caso existen diferencias en 
los epitopos presentes en la especie de 37 
kDa presente en ambas morfologías del 
hongo. Así, aunque esta molécula se encuen­
tra presente en ambos tipos de células, como 
se constató por su reactividad con el PAb 
4056 dirigido hacia un dominio interno de la 
especie 37 LRP (Fig.III.2, panel B, calles 1- 
4), la capacidad para ligar laminina se detectó 
exclusivamente en la especie extraída por el 
2-ME de blastosporas no germinadas de C. 
albicans, que así mismo fue la única que mos­
tró inmunorreactividad con el PAb 4160 
(Fig.III.2, panel A, calle 1). Este hecho puede 
explicarse por diferencias en la secuencia ami- 
noacídica o por modificaciones postraduccio- 
nales que afectarían al dominio carboxitermi- 
nal de unión a laminina de la especie de 37 
kDa presente en las levaduras germinadas.
Aunque está generalmente aceptado que 
los tubos germinativos son la forma invasiva 
de C. albicans (Odds et al., 1988), la pre­
sencia de receptores de laminina en células 
levaduriformes, puede permitir la disemina­
ción in vivo de las mismas, para producir in­
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fecciones metastásicas en el hospedador. En 
cualquier caso, como los tubos germinativos 
también presentan receptores de laminina 
(Bouchara et al., 1990) aparentemente dis­
tintos de los aquí descritos, la existencia de 
diferentes familias de receptores de laminina 
expresadas selectivamente en células levaduri­
formes y miceliales, podría estar en relacio­
nada con el comportamiento característico de 
cada forma de crecimiento durante la invasión 
de tejidos.
Finalmente, KIotz et a l (1992) describie­
ron que el PepTite-2000, un péptido sintético 
que posee la secuencia RGD (Arg-Gly-Asp) 
que es reconocida por el receptor de fibro- 
nectina de Candida, inhibe la adherencia de 
las células levaduriformes a la matriz extrace- 
lular así como la unión de diferentes ligandos 
proteicos a esta última, en más de un 90%. 
En este contexto, otro péptido artificial 
(péptido G) sintetizado a partir de la secuen­
cia deducida de aminoácidos del dominio car- 
boxiterminal de la especie 37 LRP, el cual 
liga laminina con alta afinidad y representa un 
sitio de unión putativo para el ligando en la 
especie 67 LR (Castronovo et al,, 1991a), ha 
sido utilizado en la inhibición de la adhesión 
de las células tumorales al tejido endotelial, 
un paso crítico en el establecimiento de focos 
metastásicos a través del torrente circulatorio 
(Castronovo et al,, 1991b). Como la habili­
dad de los microorganismos patógenos para 
unirse a la membrana basal parece ser una 
etapa fundamental en la invasión del hospe­
dador (Calderone et al., 1991; KIotz et al,, 
1992; Valkonen et al,, 1991) y teniendo en 
cuenta que la laminina es el componente ma- 
yoritario de la membrana basal que juega un 
papel fundamental en la adhesión celular 
(Timpl et al,, 1979), dicho péptido podría te­
ner utilidad terapéutica como inhibidor de la 
diseminación de las células fúngicas necesaria 
para el desarrollo de la candidiasis sistémica.
m.2. Obtención y caracterización de un 
antisuero policlonal frente al receptor de 
37 kDa para laminina
Con objeto de disponer de unía herramienta 
que permitiera abordar posteriores estudios 
sobre el receptor de 37 kDft de <C. albicans a 
nivel fisiológico y de biología imolecular, se 
procedió a obtener un arttisue;ro policlonal 
monoespecífico de conejo frentíe a dicho re­
ceptor (PAb anti-p37), siguiendio la metodo­
logía descrita en el apartado 11.23 del capítulo 
de Materiales y Métodos. El conejo se sangró 
a intervalos de 10 días después «de la inmuni­
zación inicial (en el momePto dle la segunda 
sangría se le administró al apimall una dosis de 
refuerzo de antígeno). El título dle anticuerpos 
en el suero se determinó por E.L.I.S.A., utili­
zando como preparación antigénúca el extrac­
to de 2-ME tanto de células levaduriformes 
como de levaduras germinadas y  osciló entre 
valores de 1:4.000 (para el suerq) obtenido en 
la primera sangría) y 1:500 (en el suero obte­
nido en la sexta extracción) independiente­
mente del extracto antigénico de 2-ME utili­
zado para llevar a cabo e) tapiizado de los 
pocilios de las placas de E.L-I.S.jA.
La detección mediante ínmumotransferen- 
cia de los extractos de 2-ME de ambas fases 
morfológicas del hongo cori el P>Ab anti-p37, 
reveló una banda de 37 kDP en líos dos casos 
(Fig.III.4), mientras que p<?r inimunofluores- 
cencia indirecta el antisuero reconoció princi­
palmente las células levadurifformes (Fig.
III.5). Teniendo en cuenta que el PAb anti- 
p37 fue obtenido frente a la especie de 37 
kDa solubilizada por 2-ME de 1  ^fase levadu­
ra de C. albicans, los resaltadlos obtenidos 
por E.L.I.S.A., inmunotransferejncia e inmu­
nofluorescencia utilizando diclho antisuero 
como sonda sugieren que la especie de 37 
kDa se encuentra presente £n la pared celular 
ambas fases morfológicas del hc>ngo, aunque 
se expresa principalmente c> está topológica-
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Fig.IÜ.4. Inmunodetección sobre papel de nitrocelulosa de especies proteicas presentes en los 
diferentes extractos celulares obtenidos de blastosporas (calle 1) y de blastosporas germinadas (calle 
2) mediante tratamiento con 2-ME, utilizando como sonda el antisuero policlonal PAb anti-p37 
(dilución 1:500) generado frente a la proteína de 37 kDa solubilizada por el 2-ME de las células de 
la fase levaduriforme (ver texto y Fig.III.l). La cantidad de muestra sometida a electroforesis fue de 
100 pg por pocilio (expresado como contenido total de azúcar). En la parte izquierda del panel se 
indica la movilidad electroforética de proteínas de peso molecular conocido (expresado en kDa).
Fig.m.5. Microscopía de contraste de fase (paneles A y C) y de fluorescencia (paneles B y D) de 
blastosporas (paneles A y B) y blastosporas germinadas (paneles C y D) de C. albicans 
previamente incubadas con el antisuero PAb anti-p37 (dilución 1:10) dirigido frente a la especie 
proteica de 37 kDa solubilizada por el 2-ME de células levaduriformes. La barra representa 10 pm 
en todos los paneles.
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mente más accesible en la superficie de las 
células levaduriformes.
m.3. Caracterización de dominios cola- 
genosos en proteínas de la superficie celu­
lar de C. albicans
El colágeno tipo IV es el principal compo­
nente colagenoso de la membrana basal de los 
tejidos animales, constituyendo una estructura 
reticular con la que interaccionan el resto de 
componentes de la membrana basal (p.ej. la- 
minina y entactina). Así mismo, el colágeno 
tipo IV también puede interaccionar indirec­
tamente con las células a través de laminina. 
En este contexto, la unión de colágeno tipo 
IV con laminina esta mediada por la entac­
tina, una glicoproteína de 150 kDa que posee 
dominios por los que se une fuertemente con 
laminina por un lado y con el colágeno tipo 
IV por otro (Bejaraño et a l , 1989; Olsen y 
Ninomiya, 1993).
La adherencia inicial de C. albicans a célu­
las epiteliales parece ser la etapa crítica en el 
establecimiento de la candidiasis. Una vez se 
ha producido la colonización de las mucosas 
por el hongo, tiene lugar la diseminación de 
las células de éste a través de las barreras 
constituidas por la matriz celular endotelial y 
subendotelial de los tejidos del hospedador, 
proceso que depende de la interacción entre 
moléculas complementarias presentes en la 
superficie tanto del parásito como del hospe­
dador, lo que da lugar a la aparición de focos 
infecciosos metastásicos por todo el cuerpo 
del organismo afectado (Hostetter, 1994b). 
En este contexto, parecen existir bastantes 
mecanismos que permiten la interacción de 
las células de C. albicans con componentes 
del suero y tejidos animales a nivel molecular 
(Calderone y Braun, 1991; Cutler, 1991; 
Hostetter, 1994b).
Teniendo en cuenta, (i) la presencia en C. 
albicans de receptores para laminina con ho­
mología antigénica con el receptor humano de 
alta afinidad para dicho componente de la 
membrana basal (ver apartado III. 1), (ii) el 
hecho de disponer de una serie de anticuerpos 
policlonales dirigidos contra distintos domi­
nios de la molécula de colágeno tipo IV, y
(iii) lo comentado en los dos párrafos anterio­
res, se consideró de interés ensayar mediante 
diferentes métodos (inmunotransferencia e 
inmunofluorescencia) la reactividad de pro­
teínas y manoproteínas de la superficie celular 
de ambas fases morfológicas de C. albicans, 
para ver si ello permitía la caracterización de 
nuevos motivos moleculares, mediante los 
cuales el hongo pudiese interaccionar con los 
tejidos animales. Los antisueros policlonales 
utilizados en este bloque de experiencias y 
que fueron amablemente proporcionados por 
el Dr. Billy G. Hudson (Kansas University 
Medical Center, Kansas City, USA) estaban 
dirigidos contra (i) el dominio amino-terminal 
7S rico en cisterna (PAb anti-7S), (ii) el do­
minio interno colagenoso mayoritario (PAb 
anti-tipo IV), y (iii) el dominio no colagenoso 
NC1 de la región carboxiterminal (PAb anti- 
NC1) de la molécula de colágeno tipo IV.
III.3.1. Inmunofuorescencia indirecta
Mediante inmunofluorescencia indirecta 
(IFI), la mayor parte de las levaduras no 
germinadas (alrededor de un 80%) y de las 
células levaduriformes de las que se originan 
los filamentos miceliales mostraron una fuerte 
fluorescencia, cuando se utilizó el PAb anti- 
7S como sonda, mientras que los tubos ger­
minativos mostraron escasa o nula reactividad 
frente a dicho anticuerpo (Fig.III.6).
Sin embargo, con el PAb anti-tipo IV se 
detectó el patrón contrario puesto que en este 
caso fueron los filamentos miceliales los que, 
de forma casi exclusiva, mostraron una reac­
ción fluorescente (Fig.III. 7). Finalmente 
cuando se utilizó el PAb anti-NCl como
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Fig.m.6. Microscopía de contraste de fases (paneles A,C) y de fluorescencia (paneles B JD) de 
células de C. albicans incubadas en condiciones adecuadas para inducir el crecimiento en fase de 
levadura (paneles A,B) o la formación de tubos germinativos (paneles CJD) en la cepa ATCC 
26555. Las células fueron enfrentadas al PAb anti-7S (dil 1:10). La barra representa 10 pm en 
todos los paneles.
Fig.III.7. Microscopía de contraste de fases (paneles A,C) y de fluorescencia (paneles B,D) de 
células de C. albicans incubadas en condiciones adecuadas para inducir el crecimiento en fase de 
levadura (paneles A,B) o la formación de tubos germinativos (paneles C,D) en la cepa ATCC 
26555. Las células fueron enfrentadas al PAb anti-tipo IV (dil 1:10). La barra en el panel A 
equivale a 10 jum y representa la misma escala para todos los paneles.
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sonda, no se observó fluorescencia en nin­
guna de ambas formas de C. albicans (no 
mostrado). En todos los casos la reactividad 
dependió de la interacción previa de los anti­
cuerpos específicos (PAb anti-7S y PAb anti­
tipo IV) con las células, ya que no se observó 
fluorescencia en los controles en los que se 
ensayaron las células directamente con el se­
gundo anticuerpo marcador acoplado a FITC. 
El hecho de que la fluorescencia apareciese, 
por lo general, irregularmente distribuida por 
la superficie de las células de C. albicans, su­
gería que las proteínas y/o manoproteínas 
reactivas con los anticuerpos PAb anti-7S y 
PAb anti-tipo IV no tenían una distribución 
homogénea in vivo, como sucedía también en 
el caso de los receptores de C. albicans para 
fíbrinógeno (Martínez et a l , 1994) y para 
laminina (el presente trabajo).
m.3.2. Identificación de los componen­
tes presentes en la estructura de la pared 
celular responsables de la reactividad fren­
te a los anticuerpos anti-colágeno tipo IV
Con objeto de caracterizar a nivel molecu­
lar las proteínas y/o manoproteínas que pu­
dieran determinar la reactividad observada 
frente a los PAbs anti-7S y anti-tipo IV por 
IFI (Figs. III.6 y III. 7), se procedió a analizar 
mediante inmunotransferencia los extractos 
de 2-ME y Zimoliasa, y los lisados de proto­
plastos de células levaduriformes y de levadu­
ras germinadas, utilizando como sondas los 
diferentes antisueros frente a la molécula de 
colágeno tipo IV.
Entre los polipéptidos liberados por el 2- 
ME (entre 21-25 especies distribuidas en un 
rango de 650 a 13 kDa), un polipéptido de 58 
kDa, presente en los extractos de ambas fases 
morfológicas y que corresponde al receptor 
para fíbrinógeno previamente caracterizado 
por nuestro grupo (Casanova et a l 1992b), 
fue la principal especie reconocida por el PAb 
anti-7S (Fig.III.8, flecha), junto con otros
componentes con un peso molecular aparente 
superior a 106 kDa presentes básicamente en 
el extracto de 2-ME de levaduras (Fig.III.8, 
calle 1, estrellas). Así mismo, el PAb anti-7S 
reconoció otras bandas en el rango de alto 
peso molecular (>106 kDa) en los extractos 
obtenidos de levaduras germinadas mediante 
digestión con Zimoliasa (Fig.III.8, calle 4).
La inmunodetección con el PAb anti-tipo 
IV reveló básicamente un único polipéptido 
de 37 kDa en los extractos de 2-ME de am­
bas fases morfológicas de C. albicans 
(Fig.III.9, calles 1 y 2, flechas), aunque oca­
sionalmente el PAb anti-tipo IV reconoció 
también una especie de 50 kDa presente en 
alguno de los lotes de extracto de 2-ME ana­
lizados (Fig.III. 10, calle 2). Aunque la identi­
dad y función biológica de esta última especie 
no es conocida, el polipéptido de 37 kDa que 
presentó reactividad con el antisuero, corres­
ponde al receptor para laminina previamente 
caracterizado (ver apartado III. 1).
No se detectó banda alguna cuando se uti­
lizó el PAb anti-NCl como sonda (no mos­
trado) ni cuando se incubaron las hojas de ni- 
trocelulosa solamente con el anticuerpo mar­
cador acoplado a peroxidasa, hechos que 
confirmaron la especificidad de la reacción 
observada con los PAbs anti-7S (Fig.III.8) y 
anti-tipo IV (Fig.III.9). Puesto que los com­
ponentes que presentaron reactividad con 
ambos antisueros fueron detectados en los 
extractos de ambas morfologías del hongo, 
las diferencias cualitativas en la reactividad en 
función de la fase morfológica analizada, ob­
servadas en los ensayos de IFI (Fig. III.6 y
III. 7), sean posiblemente consecuencia de una 
distinta localización y/o distribución de los 
componentes inmunoreactivos frente a los 
PAbs anti-7S y anti-tipo IV en la estructura 
de la pared celular, cuyo grosor es mayor en 
las células levaduriformes que en los filamen­
tos miceliales (Casanova et al.91992b).
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F ig .m .8 . Análisis mediante electroforesis en geles en gradiente del 5-15% (SDS-PAGE) seguido 
de electrotransferencia (Westem-blotting) de extractos obtenidos mediante tratamiento con 2-ME 
(calles 1,2; las muestras aplicadas a cada calle contenían unos 200 pg de material expresado como 
contenido en azúcar total), Zimoliasa (calles 3,4; las muestras aplicadas a cada calle contenían la 
misma cantidad de material expresado como contenido en azúcar total que en el caso de los 
extractos de 2-ME) y de lisados de protoplastos (calles 5,6; en este caso se aplicaron 15 pg de 
material expresado como contenido en proteína total en cada calle) de células levaduriformes (calles
1,3,5) y de levaduras germinadas (calles 2,4,6), utilizando como sonda un anticuerpo policlonal 
dirigido contra el dominio 7S de la molécula de colágeno tipo IV (PAb anti-7S) (dilución 1:500). 
La flecha indica un polipéptido de 58 kDa presente en los extractos de 2-ME de ambas fases 
morfológicas del hongo (calles 1,2) que exhibe reactividad frente al antisuero. En la calle marcada 
con la letra S se corrió en paralelo una mezcla de proteínas patrón preteñidas de peso molecular 
conocido (expresado en kDa).
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Fig.III.9. Análisis mediante electroforesis en geles en gradiente del 5-15% (SDS-PAGE) y 
electrotransferencia (Westem-blotting) de extractos obtenidos mediante tratamiento con 2-ME 
(calles 1,2; las muestras aplicadas a cada calle contenían unos 200 pg de material expresado como 
contenido en azúcar total), Zimoliasa (calles 3,4; las muestras aplicadas a cada calle contenían la 
misma cantidad de material expresado como contenido en azúcar total que en el caso de los 
extractos de 2-ME) y de lisados de protoplastos (calles 5,6; en este caso se aplicaron 15 pg de 
material expresado como contenido en proteína total en cada calle) de células levaduriformes (calles
1,3,5) y de blastosporas germinadas (calles 2,4,6), utilizando como sonda un anticuerpo policlonal 
dirigido contra la molécula de colágeno tipo IV (PAb anti-tipo IV; dilución 1:1.000). Las flechas 
indican un polipéptido de 37 kDa presente en los extractos de 2-ME de ambas fases morfológicas 
del hongo (calles 1,2) que exhibe reactividad frente al antisuero. En la calle S se corrió una mezcla 
de estándares preteñidos de peso molecular conocido (expresado en kDa).
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III.3.3. Efecto de tratamientos químicos 
y enzimáticos sobre la reactividad de los 
componentes presentes en los extractos de 
2-ME frente a los anticuerpos anti-coláge- 
no tipo IV
Con objeto de determinar la naturaleza de 
los determinantes antigénicos responsables de 
la reactividad de las moléculas presentes en 
los extractos de 2-ME y más concretamente, 
de las especies de 37 y 58 kDa frente a los 
PAbs anti-7S y anti-tipo IV, se ensayó el 
efecto de varios tratamientos desglicosilantes 
(tratamiento con Endo H y p-eliminación al­
calina) y proteolíticos (digestión con colage- 
nasa) sobre los extractos de 2-ME de células 
levaduriformes.
La digestión con colagenasa provocó la 
desaparición de la reactividad de las especies 
de 37 y 50 kDa frente al PAb anti-tipo IV 
(Fig.III. 10, calle 1). La sensibilidad al trata­
miento proteolítico sugiere la presencia de 
dominios colagenosos en ambos componentes 
polipeptídicos de la pared celular de C. albi­
cans.
El tratamiento de los extractos de 2-ME 
con Endo-H provocó un descenso del tamaño 
molecular de la manoproteína de 58 kDa 
reactiva con el PAb anti-7S (Fig.III.l 1, panel 
A, calles 1, flecha negra) hasta una especie de 
47 kDa que mantuvo inalterada su reactividad 
con dicho anticuerpo (Fig.III.l 1, panel A, ca­
lle 2, flecha blanca). Así mismo la digestión 
con la glicosidasa provocó la transformación 
del material polidisperso de alto peso molecu­
lar (>106 kDa) reconocido por el PAb anti- 
7S (Fig.III.l 1, panel A, calle 1) en dos ban­
das discretas que todavía fueron capaces de 
reaccionar con el antisuero (Fig. III. 11, panel 
A, calle 2, estrellas).
La desglicosilación subsiguiente mediante 
p-eliminación o la digestión con colagenasa 
del extracto de 2-ME previamente tratado 
con Endo H, no modificó sustancialmente la
reactividad frente al PAb anti-7S (Fig.III. 11, 
paneles B y C respectivamente), respecto de 
lo observado en la muestra tratada con la gli­
cosidasa solamente (Fig.III.l 1, panel A, calle
2) en relación con la especie de 58 kDa (47 
kDa), aunque el tratamiento solamente con 
colagenasa provocó la desaparición de la 
reactividad del material polidisperso de ele­
vado peso molecular con el antisuero (Fig.
III. 11, panel B) La digestión del extracto de
2-ME con Endo H seguida o no del trata­
miento de p-eliminación alcalina se tradujo en 
cambios en la movilidad electroforética de la 
especie de 58 kDa previstos de acuerdo con 
lo descrito anteriormente por nuestro grupo 
(Casanova et al., 1992b), pero sin afectar la 
reactividad de dicha especie con el PAb anti- 
7S (Fig.III. 12)
Todos estos resultados indican que el epi- 
topo reconocido por el PAb anti-7S en la es­
pecie de 58 kDa se encontraría localizado en 
la cadena polipeptídica de esta manoproteína, 
y mimetiza la región amino terminal de la 
molécula de colágeno tipo IV (dominio 7S), 
que es colagenosa y totalmente resistente a la 
acción de la colagenasa (Langeveld et al., 
1987). Sin embargo, la ausencia de reactivi­
dad del material de alto peso molecular (>106 
kDa) frente al PAb anti-7S tras el tratamiento 
con colagenasa (Fig.III. 11, panel B), sugiere 
la existencia de dominios colagenosos sensi­
bles a la colagenasa en estas especies, aunque 
el subsiguiente tratamiento con Endo H, puso 
de manifiesto la existencia de al menos un 
polipéptido resistente a la colagenasa en el 
material de alto peso molecular solubilizado 
por el 2-ME de la pared celular de las levadu­
ras (Fig.III.l, panel C, flecha). En cualquier 
caso, no debe descartarse la posibilidad de 
que el tratamiento con la glicosidasa pudiera 
provocar cambios conformacionales en algu­
na de las moléculas de alto peso molecular,
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Fig.in.10. Efecto del tratamiento con colagenasa del extracto de 2-ME obtenido de células 
levaduriformes sobre la reactividad de la especie de 37 kDa (p37) frente al PAb anti-tipo IV (va- 
leyenda de la Fig.ffl.6. para obtener información complementaria). Las muestras tratadas (+) y no 
tratadas (-) con colagenasa se separaron mediante SDS-PAGE con un gradiente del 5 al 15% de 
acrilamida, los polipéptidos separados se transfirieron a nitrocelulosa y se inmunodetectaron con el 
antisuero PAb anti-tipo IV (dilución 1:1.000). La cantidad de muestra aplicada en las calles 1 y 2 
fue de 200 pg por pocilio (expresado como contenido total de azúcar). En la parte izquierda del 
panel se indica la movilidad electroforética de proteínas de peso molecular conocido (expresado en 
kDa).
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Fig. III. 11. Efecto de tratamientos proteolíticos (digestión con colagenasa) y/o desglicosilantes 
(digestión con endo H) sobre la reactividad del material liberado por el 2-ME de blastosporas 
germinadas frente al PAb anti-7S. El material solubilizado por el 2-ME fue digerido independiente 
o secuencial mente con colagenasa y endo H (calles marcadas +) y comparado con el material sin 
tratar (panel A, calle 1). Las muestras (200 pg por pocilio expresados como contenido total de 
azúcar) se separaron mediante SDS-PAGE en geles en gradiente del 5-15% de acrilamida. Los 
polipéptidos separados fueron transferidos a papel de nitrocelulosa, procediéndose a su 
inmunodetección con el antisuero. La movilidad electroforética de proteínas de peso molecular 
conocido (expresado en kDa) corridas en paralelo (calles marcadas con la letra S) se muestra en los 
diferentes paneles.
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Fig.ni. 12. Efecto de los diferentes tratamientos desglicosilantes (digestión con endo H y/o B- 
eliminación alcalina; ver Materiales y Métodos) del extracto de 2-ME obtenido a partir de levaduras 
germinadas, sobre la reactividad frente al PAb anti-7S. Las muestras aplicadas a cada calle contenían 
unos 200 pg de material (expresado como contenido de azúcar total). Tras la electroforesis en geles 
de gradiente de acrilamida (5-15%), los polipéptidos separados fueron transferidos a papel de 
nitrocelulosa, incubándose seguidamente las hojas en una dilución 1:500 del antisuero. A la 
izquierda de la figura se indica el peso molecular (expresado en kDa) de proteínas estandard 
preteñidas corridas en paralelo (calle marcada con la letra S).
Resultados y  discusión
que se tradujesen en un aumento en la resis­
tencia a la proteólisis.
En conjunto, los resultados descritos en 
este apartado sugieren que varias proteínas y 
manoproteínas que son componentes genui- 
nos de la pared celular de C. albicans, inclu­
yendo el receptor de 58 kDa para fibrinógeno 
(Casanova et al., 1992b) y el receptor para 
laminina 37 kDa caracterizado en el presente 
trabajo, poseen epitopos que mimetizan do­
minios o secuencias colagenosas de la molé­
cula de colágeno tipo IV. Los cambios en la 
respuesta frente a los PAbs anti-7S y anti-tipo 
IV, observados tras los tratamientos desgli- 
cosilantes y/o proteolíticos, indican que tales 
dominios estarían determinados por la se­
cuencia de aminoácidos, más que por los res­
tos azucarados unidos N y/o O-glicosídica- 
mente a las cadenas polipeptídicas.
La reactividad cruzada observada entre 
los anticuerpos anti-colágeno y algunos com­
ponentes celulares de C. albicans no es un 
hecho excesivamente sorprendente, puesto 
que se ha descrito una situación semejante 
con antisueros dirigidos frente a proteínas 
animales como el receptor de alta afinidad 
para laminina (el presente trabajo) y la subu- 
nidad pi de la integrina de pollo (Marcan- 
tonio y Hynes, 1988). En cualquier caso, y 
teniendo en cuenta la diversidad de especies 
existentes en los extractos de C. albicans 
analizados (alrededor de 20 polipéptidos dife­
rentes en el caso de los extractos de 2-ME), 
el hecho de que el PAb anti-tipo IV reco­
nozca básicamente la especie de 37 kDa y que 
con el PAb anti-7S se identifiquen sólo entre 
1 y 4 bandas (dependiendo de la forma de 
crecimiento, micelio o levadura, considerada), 
habla por si sólo de la especificidad de la in- 
munorreactividad observada con dichos anti­
sueros. La ausencia de reactividad con el PAb 
anti-NCl, que está dirigido contra el dominio 
carboxiterminal no colagenoso de la molécula
de colágeno tipo IV, es una evidencia más en 
este sentido.
Las dos bandas mayoritarias reconocidas 
por los anticuerpos PAbs anti-7S y anti-tipo 
IV (las especies de 58 y 37 kDa) están pre­
sentes en ambas fases morfológicas del 
hongo. Sin embargo, aunque el receptor de 
58 kDa para fibrinógeno se encuentra en la 
pared celular de la levadura y del micelio y es 
biológicamente funcional en ambos casos, 
(Casanova et al., 1992b), el receptor de 37 
kDa para laminina exhibió capacidad para in- 
teraccionar con el ligando sólo en el caso de 
las blastosporas, si bien los extractos de 2- 
ME de micelio también contienen una especie 
de 37 kDa, que fue reconocida por anticuer­
pos dirigidos contra el receptor humano de 
alta afinidad para laminina, pero no mostró 
capacidad alguna para interaccionar con la- 
minina (ver apartado III. 1 de la presente me­
moria). En este contexto, la presencia de 
dominios colagenosos en la especie de 37 
kDa podrían determinar una vía alternativa, y 
esto sería particularmente significativo en el 
caso de los filamentos miceliales, por la que 
este componente de la pared celular del 
hongo interaccionase con laminina a través de 
entactina (Fox et a l,  1991). La existencia de 
dichos dominios colagenosos podría ser res­
ponsable, al menos en parte, de la capacidad 
que muestran las células de C. albicans para 
interaccionar con entactina (López-Ribot y 
ChaíTin, 1994). Además ha sido descrito re­
cientemente que el dominio de la fibronectina 
que interacciona con colágeno y gelatina, po­
see un lugar de unión de alta afinidad por C. 
albicans (Négre, et al., 1994). Parece obvio, 
pues, que la presencia de dominios colageno­
sos en algunas proteínas y manoproteínas de 
la pared celular del hongo, tal como se ha 
puesto de manifiesto en la presente memoria, 
podría determinar la existencia de más de un 
receptor para fibronectina en C. albicans
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como ha sido sugerida por algunos autores 
(Klotz y Smith, 1991; Klotz et al., 1992). 
Dichos dominios colagenosos podrían jugar 
un papel importante en las interacciones pro- 
teína-proteína, que son una de las tres cate­
gorías de mecanismos de adhesión propuestos 
para C. albicans y que parecen estar media­
das por adhesinas que serían análogos de in- 
tegrinas (semejantes a las moléculas del tipo 
CR2 y CR3) presentes en la superficie de las 
células del hongo (Calderone et al., 199Í; 
Cutler, 1991; Hostetter, 1994b). Debido a 
una serie de características (peso molecular y 
afinidad por diversos ligandos) compartidas 
por las adhesinas de Candida que muestran 
propiedades semejantes a las integrinas, se ha 
sugerido que diferentes actividades funciona­
les observadas, podrían residir en una única 
molécula, que sería capaz de reconocer la 
parte proteica de diversas glicoproteínas del 
hospedador que poseyeran la secuencia RGD 
(arginina-glicina-aspártico), como los compo­
nentes del complemento C3d e iC3b, fibro­
nectina, colágeno tipos I y IV, laminina, fibri- 
nógeno y fibrina (Cutler, 1991). Sin embargo 
esta idea es poco sostenible por varias razo­
nes. En primer lugar, parece difícil explicar 
cómo se pueden acomodar simultáneamente 
varios dominios adhesivos para ligandos ani­
males de gran tamaño molecular en una única 
proteína de la pared celular del hongo (Hos­
tetter, 1994b). En este contexto hay que 
destacar, además, que los receptores caracte­
rizados hasta el momento en los extractos de 
C. albicans son proteínas de medio y bajo 
peso molecular. En segundo lugar, existen 
evidencias de que los ligandos no son inter­
cambiables (Bouali, et al., 1986, 1987; Klotz 
y Smith, 1991; Tronchin, et al., 1987). En 
tercer lugar, se han caracterizado distintos re­
ceptores en Candida para un mismo ligando 
(laminina) animal (Bouchara, et al., 1990; 
López-Ribot, et al., 1991, el presente tra­
bajo). Por último, dos de las adhesinas del
hongo mejor caracterizadas hasta el mo­
mento, los receptores para C3d (Calderone 
et a l , 1988) y fibrinógeno (Casanova et a l, 
1992b), parecen ser entidades funcional y 
bioquímicamente distintas (López-Ribot et 
al., 1995). En cualquier caso, la existencia de 
dominios colagenosos en algunos componen­
tes de la pared celular de C. albicans, inclu­
yendo el receptor manoproteico de 58 kDa 
para fibrinógeno y la proteína de 37 kDa re­
ceptora para laminina (Casanova et a l, 
1992b; el presente trabajo), y posiblemente 
también el receptor para el C3d (Calderone 
et al., 1988; la ancha banda reconocida por el 
PAb anti-7S en el rango de peso molecular 
medio [Fig.III.ll, paneles A y B] pudiera 
representar un grupo de polipéptidos que in­
cluyeran los receptores para el C3d y fibrinó­
geno, puesto que ambos tienen un tamaño 
molecular semejante [alrededor de 60 kDa]), 
podría explicar la reactividad funcional cru­
zada entre adhesinas encontrada por algunos 
autores. Concretamente en el caso de la fi­
bronectina, se ha sugerido que C. albicans 
poseería un receptor "promiscuo” para este 
ligando, que (Négre, et al; 1994) sería aná­
logo al receptor "basurero" de los macrófa- 
gos, que contiene un dominio colagenoso 
(Krieger, 1992) y/o al receptor del Staphylo- 
coccus para fibronectina, que es capaz de re­
conocer con distinta afinidad múltiples domi­
nios del ligando (Bozzini et al., 1992). Las 
observaciones mostradas en esta memoria, 
podrían explicar la existencia del receptor 
"promiscuo" para fibronectina sugerida por 
Négre et al (1994).
Finalmente, teniendo en cuenta la existen­
cia de proteínas y manoproteínas en la super­
ficie de C. albicans que exhiben propiedades 
adhesivas parecidas a las de las lectinas y que 
son capaces de interaccionar con factores del 
complemento (Alaei et al., 1993; Brassart et 
al., 1991; Critchley y Douglas, 1987; Gil-
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more et a l 1988; Tosh y Douglas, 1992) y
la existencia de secuencias colagenosas en al­
gunas proteínas de la superficie celular del 
hongo (el presente trabajo), puede hipoteti- 
zarse que en la pared de C  albicans existan 
especies proteicas análogas a las "colectinas" 
de mamíferos, término empleado para descri­
bir un grupo de proteínas que poseen domi­
nios colagenosos, están asociadas a un recep­
tor de complemento y tienen actividades tipo 
lectina (ligan carbohidratos) (Malhotra, 
1992), además de estar implicadas en varias 
funciones efectoras e inmunomoduladoras 
(Jensenius et al., 1994 y Turner, 1994), 
funciones que al menos en parte (la inmuno- 
modulación) han sido asignadas a las mano- 
proteínas de la pared celular de C. albicans 
(Cassone, 1989).
III.4. Análisis cromatográfico del mate­
rial solubilizado de la superficie celular de 
C. albicans mediante tratamiento con 2- 
ME
Con objeto de conocer el estado nativo en 
el que se encuentran los componentes protei­
cos y/o glicoproteicos presentes en los ex­
tractos de 2-ME, el tipo de interacciones que 
puedan existir entre los mismos, así como 
para poner a punto una metodología que 
permitiera eventualmente la purificación in­
dividualizada de algunas especies de interés 
(p.ej. los receptores para laminina y fibrinó- 
geno; ver apartados anteriores), se procedió a 
analizar mediante cromatografía de filtración 
molecular (Fig.III. 13) y de intercambio iónico 
(Fig. III. 14) el extracto obtenido tras el trata­
miento de blastosporas con 2-ME, de acuerdo 
con los protocolos descritos en el apartado 
11.22 del capítulo de Materiales y Métodos.
El perfil de elución cromatográfica obte­
nido en una columna de Sephadex G-100 
mostró varios picos en función de la cantidad 
de azúcar total presente en cada fracción
eluída (Fig.III. 13, panel A, cuadrados blan­
cos) y que correspondían a complejos de 
naturaleza carbohidrato de diferente tamaño 
molecular, mientras que la valoración en pa­
ralelo de la concentración de proteína en las 
diferentes fracciones dió como resultado la 
aparición de un único pico relativamente si­
métrico (Fig.III. 13, panel A, cuadrados ne­
gros) y parcialmente solapado con el pico de 
naturaleza glucídica de menor tamaño mole­
cular (Fig.III. 13, panel A, fracciones 26-36).
Cuando se analizaron mediante SDS- 
PAGE y electrotransferencia seguida de tin­
ción con Con A-peroxidasa, una serie de 
fracciones escogidas dentro de cada uno de 
los diferentes picos (Fig.III. 13, panel A, pun­
tas de flechas), solo se detectaron bandas en 
algunas de las fracciones integradas en el pico 
de proteína (Fig. III. 13, panel B, fracciones 
31-37), observándose un patrón asimétrico de 
distribución, siendo más abundantes los com­
ponentes de elevado peso molecular aparente 
en las fracciones correspondientes a un menor 
volumen de elución que en aquellas que elu- 
yeron a un volumen mayor. En cualquier caso 
las diferencias observadas fueron más de tipo 
cualitativo que cuantitativo, ya que muchas 
de las especies manoproteicas se detectaron 
con mayor o menor intensidad (aunque no es 
posible establecer una relación de proporcio­
nalidad directa entre la intensidad de una 
banda detectada mediante tinción con Con A- 
peroxidasa y concentración real de dicha 
banda en la muestra analizada) en las distintas 
fracciones, detectándose simultáneamente en 
todas ellas, especies dentro de un rango muy 
amplio de peso molecular aparente. Estos re­
sultados sugieren que los componentes pro­
teicos y/o glicoproteicos podrían haber sufri­
do un proceso de reagrupación espontánea al 
desaparecer el efecto disociante del 2-ME 
durante la elución cromatográfica o bien que 
en realidad tales componentes son extraídos 
de la pared celular por el 2-ME en forma de
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Fig.ni.13. Análisis del material liberado por 2-ME de células levaduriformes de C. albicans ATCC 
26555, mediante cromatografía de filtración molecular en columna de Sephadex G-100 (panel A) y 
electroforesis seguida de electrotransferencia y subsiguiente detección con Con A acoplada a 
peroxidasa (panel B) y PAb anti-mp58 (panel C). Un volumen de 2 mi de extracto de 2-ME 
conteniendo 2 mg de material (expresado como contenido de azúcar total) fue aplicado a la columna 
precediéndose a eluir la muestra con tampón PBS (tampón fosfato sódico, 10 mM, pH 7,4, NaCl, 
0,9 %) en las condiciones descritas en el apartado 11.21.3.1 del capítulo de Materiales y Métodos. 
Una vez recogidas las diferentes fracciones se procedió a valorar en las mismas el contenido de 
azúcar total y proteína por los métodos de Dubois et al. (1956) y Lowry et al. (1951) 
respectivamente. Las fracciones indicadas con puntos de flecha se sometieron a posterior análisis 
electroforético como se describe a continuación. Las fracciones fueron previamente dializadas, 
concentradas por liofilización y resuspendidas en un pequeño volumen de agua destilada. Muestras 
de las diferentes fracciones concentradas conteniendo 10 pg de material cada una de ellas (expresado 
como contenido de azúcar total ) fueron sometidas a electroforesis en geles en gradiente de 
poliacrilamida (5-15%); los polipéptidos separados electroforéticamente se transfirieron a papel efe 
nitrocelulosa, precediéndose seguidamente a su detección mediante tinción con Con A acoplada a 
peroxidasa (panel B) y con el PAb anti-mp58 (panel Q  utilizado a una dilución 1:500. En las 
calles marcadas con la letra S en los paneles B y C, se corrió en paralelo una mezcla de proteínas 
estandard preteñidas de peso molecular conocido que se indica expresado en kDa a la izquierda de 
cada panel.
Fig.III. 14. Análisis del material liberado por 2-ME de células levaduriformes (blastosporas) de C. 
albicans ATCC 26555 mediante cromatografía de intercambio iónico en columna de DEAE- 
celulosa (panel A) y electroforesis seguida de electrotransferencia y subsiguiente detección con Con 
A acoplada a peroxidasa (panel B) y PAb anti-mp58 (panel C). Un volumen de 150 pl de extracto 
de 2-ME conteniendo 500 pg de material (expresado como contenido en azúcar total) fue aplicado a 
la columna procediéndose a eluir la muestra con un flujo de 4 ml/min en las condiciones descritas 
en el apartado n.22.1. Las fracciones fueron recogidas a tiempos variables (todos inferiores a 1 
min), haciéndose coincidir cada fracción recogida con los diferentes picos de A280 a medida que 
éstos fueron detectándose en el registrador. Las diferentes fracciones recolectadas fueron 
seguidamente dializadas, concentradas por liofilización y resuspendidas en un pequeño volumen de 
agua destilada. Muestras de las fracciones concentradas conteniendo 10 pg de azúcar de material cada 
una de ellas (expresada como contenido de azúcar total) fueron sometidas a electroforesis en geles de 
poliacrilamida en gradiente (5-15 %), los polipéptidos separados se transfirieron a papel de 
nitrocelulosa, procediéndose seguidamente a su detección con Con A acoplada a peroxidasa (panel 
B) y con el PAb anti-mp58 (panel C). La movilidad electroforética de proteínas patrón de peso 
molecular conocido (expresado en kDa) se indica a la izquierda de los paneles B y C.
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complejos multiproteicos, aunque la ligera 
asimetría del perfil de elución determinado 
midiendo la concentración de proteína y las 
diferencias cualitativas detectadas en los 
perfiles electroforéticos, apuntan hacia la se­
gunda posibilidad. La inmunodetección con el 
antisuero policlonal frente al receptor de fi- 
brinógeno de C. albicans (PAb anti-mp58; 
Casanova et al. , 1992b), puso de manifiesto 
la presencia de éste en las fracciones proteicas 
33-35 (Fig.III. 13, panel C), que son las que 
mostraron una mayor riqueza de bandas ma- 
noproteicas (Fig.III. 13, panel B), lo que su­
giere que el receptor para fibrinógeno podría 
encontrarse en su estado nativo en la pared 
celular formando parte de complejos con 
otros componentes proteicos y/o glicoprotei­
cos de aquella.
Las fracciones seleccionadas, entre las que 
integran los diferentes picos de naturaleza 
glucídica (Fig.III. 13, fracciones 1-30), para 
su análisis por SDS-PAGE y electrotransfe- 
rencia acoplada a tinción con Con A-peroxi- 
dasa, no mostraron poseer componente algu­
no que pudiera resolverse mediante electrofo­
resis, probablemente por contener material 
exclusivamente de naturaleza carbohidrato y 
de muy elevado peso molecular, y que por 
ambas razones no penetraría en los geles de 
poliacrilamida utilizados (Fig.III. 13, panel B).
El análisis por cromatografía de intercam­
bio iónico en una columna de DEAE-celulosa 
del extracto de 2-ME tanto nativo como des­
naturalizado mediante tratamiento térmico 
(100°C, 5 min), condujo en todos los casos a 
la obtención del perfil de elución (que en este 
caso se determinó midiendo la A2go del eluído 
cromatográfico) que se muestra en el panel A 
de la Fig.III. 14. El gradiente de fuerza iónica 
aplicado para provocar la elución del material 
retenido en la columna, resolvió un total de 6 
picos (marcados del 2-7). El análisis de los 
componentes macromoleculares eluidos en
cada pico, mediante SDS-PAGE y electro- 
transferencia acoplada a tinción con Con A- 
peroxidasa (Fig.III. 14, panel B) o inmunode­
tección con el PAb anti-mp58 (Fig.III. 14, pa­
nel C), reveló nuevamente un perfil electrofo- 
rético complejo en la mayor parte de los ca­
sos, detectándose especies manoproteicas dis­
tribuidas dentro de un amplio rango de peso 
molecular. Aunque las diferencias cualitativas 
observadas en este caso fueron más acusadas 
que las que se apreciaron en el análisis equi­
valente realizado a partir de los picos obteni­
dos tras la cromatografía de filtración mole­
cular (Fig.III. 13), nuevamente da la impresión 
de que el 2-ME extrae de la pared complejos 
multiproteicos cualitativa y/o cuantitativa­
mente distintos entre sí, y en los que algunos 
de los componentes serían comunes, como es 
el caso de la especie de 58 kDa receptora 
para fibrinógeno, que solo se detectó en el 
material eluído en los picos 2-4 (Fig.III. 14, 
panel C), mientras que otros serían específi­
cos de cada complejo. Mediante tinción con 
azul de Coomasie e inmunodetección con el 
PAb anti-p37, se puso de manifiesto que la 
proteína de 37 kDa receptora para laminina, 
eluye junto con otros polipéptidos en el pico 
número 7 (no mostrado), aunque dicha espe­
cie no sea apreciable en la calle 7 del panel B 
de la Fig.III. 14, que muestra el patrón de ma­
noproteínas revelado mediante tinción con 
Con A-peroxidasa, dado que el receptor para 
laminina no contiene restos azucarados reac­
tivos frente a la Con A. Este comportamiento 
cromatográfico, indica que la especie de 37 
kDa posee un fuerte carácter electronegativo, 
ya que fue necesaria una concentración de 1 
M de NaCl para lograr que eluyera de la co­
lumna de DEAE-celulosa.
Del conjunto de los resultados obtenidos 
del análisis cromatográfico se pueden extraer 
básicamente dos conclusiones de carácter ge­
neral: (i) el 2-ME extrae componentes pro­
teicos y manoproteicos de la pared celular de
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C. albicans que in vivo se encuentran aparen­
temente formando complejos, lo que podría 
modular el papel funcional y/o estructural 
que distintos componentes pudieran desem­
peñar en la pared celular, y (ii) la purificación 
de forma individualizada de especies que pu­
dieran tener interés tanto desde el punto de 
vista básico como aplicado (p.ej. como mar­
cadores antigénicos específicos) mediante 
cromatografía, parece difícil de conseguir, al 
menos con los dos tipos de matrices y técni­
cas cromatográfícas empleadas en este tra­
bajo, debidas a las interacciones que parecen 
existir entre las moléculas presentes en los 
extractos de 2-ME.
I1I.5. Clonación del ADNc que codifica 
para la especie p37
Una vez caracterizada la especie proteica 
de 37 kDa como receptor para laminina y 
debido a la dificultad de aislarla mediante mé­
todos cromatográficos como se indicó en el 
apartado anterior, se procedió al clonaje del 
gen que pudiera codificar para dicha proteína. 
Este objetivo se abordó partiendo de la base 
de que la clonación de genes que codifiquen 
para proteínas implicadas en la virulencia, 
como puede ser el caso de la especie p37, así 
como la obtención mediante técnicas de ADN 
recombinante de tales proteínas, permitiría 
elucidar de forma precisa la relación estruc­
tura/función de las mismas, y facilitaría su 
utilización en el diseño y puesta a punto de 
métodos de diagnóstico serológico de las 
candidiasis y en la búsqueda de compuestos 
de potencial aplicación terapéutica.
Algunos de los métodos que se han utili­
zado para el aislamiento de genes en C. albi­
cans se basan en la complementación de mu- 
tacioes en S. cerevisiae (Jenkinson et al., 
1988 y Rosenbluh et al., 1985), la homo­
logía de secuencias (Lott et al., 1989; Smith 
et al., 1988) y en la capacidad de ciertos 
genes de C. albicans de conferir determi­
nados fenotipos a cepas de Saccharomyces 
(Magee et al., 1988), tales como la resisten­
cia a fungicidas.
En nuestro caso particular ninguno de es­
tos métodos era útil, puesto que no se ha 
descrito la existencia de receptores para la- 
minina en Saccharomices, por lo que la estra­
tegia de clonaje se centró en el rastreo de ge- 
notecas de expresión con anticuerpos dirigi­
dos frente a dicho receptor.
III.5.1. Genoteca de ADNc empleada
Se empleó una genoteca de ADNc prepa­
rada a partir de ARNms obtenidos de células 
de C. albicans 3153A después de 30 min de 
inducción de la formación de los tubos germi­
nativos. Dicha genoteca, en la que se estimó 
la existencia de unos 5,8 millones de clones 
de los cuales el 98 % eran recombinantes, fue 
cedida amablemente por la Dra. La Jean 
Chaffin (Lubbock, USA) y una descripción 
más detallada de la misma se indica en aparta­
do 11.24 del capítulo de Materiales y Métodos 
(Alloush et a l, 1995, en prensa).
m.5.2. Antisueros policlonales utiliza­
dos para el rastreo
Los antisueros policlonales anti-p37 y anti­
tipo IV previamente definidos (ver apartados 
III.2 y III.3.2 de este capítulo) se utilizaron 
para aislar los clones de ADNc que pudieran 
codificar para el receptor de laminina. Dichos 
antisueros reconocen específicamente la p37 
en los materiales solubilizados por el 2-ME, 
tanto en células levaduriformes como micelia- 
les (Figs. III.4 y III.9).
III.5.3. Rastreo de la genoteca de ADNc
Inicialmente se analizaron unos 60.000 
clones de la genoteca de ADNc (ver apartado
11.24 del capítulo de Materiales y Métodos) 
mediante el rastreo con el antisuero PAb anti- 
p37, encontrándose 12 clones que inmuno-
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rreaccionaron con dicho antisuero. A conti­
nuación, cada uno de los clones, una vez ais­
lados y amplificados (ver el método descrito 
en los apartados 11.23 y 11.24), se ensayó 
frente al PAb anti-tipo IV, detectándose en 
todos los casos una mayor o menor reactivi­
dad tal como se indica se indica en la Tabla 
III. 1.
Tabla III. 1. Reactividad de los clones positivos 
aislados de la genoteca de Xgtl I mediante el rastreo 
con los anticuerpos PAb anti-p37 y PAb anti-tipo IV. 
+++, reactividad intensa; ++, reactividad intermedia; 
+, reactividad débil; - reactividad nula. Los clones 13 
y 14 se ensayaron como controles negativos de la 
actuación de los anticuerpos.
N° PAb anti- PAb anti- PAb anti-
clon p37 tipoIV p37X
1 ++ ++ +
2 ++ ++ ++
3 ++ ++ +
4 ++ ++ +
5 -H- ++ ++
6 ++ ++ +
7 ++ ++ +
8 ++ ++ ++
9 ++ ++ +
10 ++ +++ -
11 ++ +++ -
12 ++ ++ ++
13 - - -
14 - - -
Finalmente y para descartar aquellos clo­
nes preseleccionados cuya reactividad frente 
al antisuero pudiera ser debida a una reacción 
cruzada con proteínas del bacteriófago Agtl 1 
o de E. coli presentes en las calvas de lisis, el 
antisuero se pretrató con una solución de li- 
sado fágico de Agt 11 (PAb anti-p37A,) tal y 
como se describió en el apartado 11.23. De 
este modo se bloquearon selectivamente del 
suero las inmunoglobulinas capaces de inte­
raccionar con proteínas ajenas a C. albicans 
que pudieran estar presentes en los lisados.
La reactividad de cada uno de los clones 
con el PAb anti-p37A. disminuyó notable­
mente y solo 4 de los 12 clones anteriores re­
sultaron ser claramente positivos (clones 2, 5, 
8 y 12; Tabla III. 1).
m.5.4. Análisis de los clones recombi- 
nantes
Con objeto de confirmar los clones positi­
vos se procedió a visualizar el péptido de fu­
sión formado por la expresión conjunta del 
gen lac Z y el correspondiente ADNc subclo- 
nado responsable de la inmunorreactividad. 
Para ello se analizaron por inmunotransfe- 
rencia los lisados obtenidos tras la inducción 
del ciclo lítico en presencia de IPTG, a partir 
de lisógenos correspondientes a los 4 clones 
seleccionados (clones 2, 5, 8 y 12; Tabla 
III. 1).
La separación electroforética del material 
presente en los lisados de los lisógenos co­
rrespondientes a los 4 clones y la tinción de 
las especies proteicas con azul de Coomasie 
(Fig.III. 15, calles 1-4), reveló la existencia 
de un amplio espectro de proteínas pertene­
cientes a la bacteria y al bacteriófago, entre 
los que se incluyen los péptidos de fusión de 
la (3-galactosidasa, de elevado tamaño mole­
cular. La presencia de dichos péptidos fue 
inapreciable en los controles negativos 
(Fig.III. 15, panel A, calles 5,6), en los cuales 
la obtención de los lisados se llevó a cabo sin 
IPTG (calle 5) o sin choque térmico a 44°C 
(calle 6), lo que indica que la producción de 
dicha proteína está controlada por el promo­
tor del gen lac Z del fago. Además la inmu­
nodetección con el PAb anti-p37, demostró la 
inmunorreactividad de las proteínas de fusión 
en los clones 2, 8 y 12 (calles 1, 3 y 4, 
Fig.III. 15, panel B). Se detectó también reac­
tividad cruzada con proteínas de bajo peso 
molecular presentes en todos los lisados, 
tanto en los lisógenos inducidos como en los 
controles, por lo que en ningún caso dicha 
reactividad se debía a proteínas de fusión 
codificadas por el ADNc (Fig.III. 15, panel
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Fig.III. 15. Detección de la proteína de fusión en los lisógenos. Los lisados de lisógenos 
correspondientes a los clones 2 (calle 1), 5 (calle 2), 8 (calle 3) y 12 (calle 4) se separaron mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente (5-15%). En las calles 5 y 6 se corrieron 
muestras correspondientes a dos controles negativos correspondientes a lisados del clon 1 obtenidos 
sin inducción del ciclo lítico (calle 5) o inducidos en ausencia de IPTG (calle 6). Las muestras 
aplicadas a cada calle contenían 30 pg de material (expresado como concentración de proteína 
total) .Tras la electroforesis los geles se tiñeron con azul de Coomasie (panel A), o alternativamente 
se transfirieron a papel de nitrocelulosa, inmunodetectándose con el PAb anti-p37 (panel B). El 
proteína de fusión formada por la ft-'galactosidasa y el péptido codificado por el cDNA obtenido, 
con un peso molecular aparente de 150 kDa se indica con una flecha. La movilidad electroforética de 
proteínas estandard de peso molecular aparente conocido (expresado en kDa) se indica a la izquierda 
de los paneles.
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B). El peso molecular aparente de los pépti­
dos de fusión detectados en las calles 1, 3 y 4 
(Fig.III. 15, panel B) se estimó en todos los 
casos alrededor de 150 kDa. Como se indicó 
en el apartado de la construcción de la geno- 
teca (apartado 11.24), el ADNc se inserta a 
tan solo 53 pb del codón de terminación del 
gen lac Z, por lo que solo dejan de traducirse 
unos pocos aminoácidos de la P-galactosidasa 
y la proteína de fusión tendrá un tamaño que 
corresponderá aproximadamente a la suma de 
la P-galactosidasa y el péptido codificado por 
el ADNc. Teniendo en cuenta que la masa 
molecular d é la  P-galactosidasa es de 116 
kDa, el péptido codificado por el ADNc debía 
poseer un peso molecular entre 30 y 40 kDa.
El clon cuyo péptido de fusión reaccionó 
aparentemente más intensamente con el PAb 
anti-p37 fue el correspondiente a la calle nú­
mero 1 (Fig.III. 15, panel B), por lo que dicho 
clon se seleccionó para posteriores estudios 
genéticos denominándose a partir de ahora 
clon PS1.
III.5.5. Subclonación del clon PS1 en un 
vector plasmídico (pGEM-T)
El ADN fágico del clon PS1 se purificó 
empleando el kit comercial denominado Ma- 
gic Lambda Prep (Promega Corp.) tal y como 
se describe en el capítulo de Materiales y 
Métodos (ver apartado 11.24). Posteriormente 
el ADNc se amplificó mediante la técnica de 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
utilizando como cebadores los oligonucleóti- 
dos universales de Xgtll "forward" y 
"reverse”, por lo que también se amplificaron 
los sitios EcoRI de los adaptadores emplea­
dos en la construcción de la genoteca. El 
producto de PCR se separó en un gel de aga- 
rosa (ver apartado 11.29) y el fragmento resul­
tante resulto ser de 0,9 kb (Fig.III. 16). El ta­
maño del fragmento fue estimado a partir de 
un análisis de regresión lineal utilizando para
el cálculo unos fragmentos de ADN genera­
dos a partir de la digestión del ADN del fago 
A.gtl 1 con los enzimas de restricción EcoRl y 
Hindlll, que sirvieron de marcadores de peso 
molecular. Algunos de los tamaños de estos 
fragmentos se indica a la izquierda de la 
Fig.III. 16.
El producto de PCR se eluyó de un gel de 
agarosa de bajo punto de fusión (vease apar­
tado 11.31), El fragmento de ADN así purifi­
cado se subclonó en el vector pGEM-T tras el 
ligamiento y la transformación (vease aparta­
dos 11.32 y 11.33), encontrándose que en nin­
guno de los transformantes analizados resul­
taba posible la liberación del inserto mediante 
digestión con EcóRl, aunque se demostraba 
la existencia de un fragmento único de ADN 
de un tamaño de aproximadamente de 4 kb, 
que equivalía a la suma del vector pGEM-T y 
el inserto de ADNc. Esto hizo sospechar que 
el problema estaba en la amplificación del 
ADN por la técnica de PCR, que muchas ve­
ces va acompañada de errores de copia inhe­
rentes a la Taq polimerasa (Barnes, 1994). 
Así, la liberación del fragmento de ADNc 
subclonado en el vector pGEM-T (Fig.II. 17, 
calle 6) se realizó mediante digestión con 
£coRI y Pstl, enzima que corta en el sitio 
múltiple de clonaje de pGEM-T, lo que indi­
caba que una de las dianas EcoRI se había 
modificado. Este plásmido recombinante se 
denominó pPSl.
Seguidamente para averiguar la existencia 
de posibles sitios de restricción dentro del in­
serto, se ensayaron diversos enzimas de res­
tricción que no cortaban en el vector. En la 
Fig III. 17 se muestran las 8 digestiones do­
bles del plásmido pPSl realizadas, en las que 
se combina el enzima EcóRl con los enzimas 
Hindlll (calle 1), Xhol (calle 2), Clal (calle 
3), BglII (calle 4), Smál (calle 5), Pstl (calle 
6) como control positivo, Bam¥H (calle 7) y 
Xbal (calle 8) respectivamente. Solo el enzi-
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Fig.III. 16. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR del clon recombinante PS1, 
obtenido con los cebadores universales de Xgtl 1. El tamaño molecular es aproximadamente de 0,9 
kb. La movilidad de estandards de peso molecular de ADN de Xgtl 1 (digerido con EcoRUHindBl) 
se indica en kb a la izquierda de la figura.
kb
21.22
i
1.58
1.37 i
S 1 2 3 4 5  6 7 8
Fig.IÜ.17. Electroforesis en gel de agarosa del plásmido recombinante pPSl digerido con los 
enzimas de restricción EcoRl/HindUl (calle 1), EcoRVXhol (calle 2), EcoRVClal (calle 3), 
EcoRMBglü (calle 4), EcoRVSmal (calle 5), EcoRVPsñ (calle 6), EcoRVBamHl (calle 7) y 
EcoRUXbal (calle 8). Los patrones de Xgt 11 de peso molecular conocido fueron corridos en paralelo 
y la calle se indica con una S.
Resultados y  discusión
ma Clal era capaz de cortar el inserto corres­
pondiente al ADNc subclonado, liberando un 
fragmento de pequeño tamaño 
(aproximadamente 200 pb).
III.5.6. Caracterización del clon PS1
m .5.6.1. Southern blot
El ADN cromosomal de C. albicans dige­
rido con EcoRl, EcoKV, Xho 1, Hindlll y 
X balt se separó mediante electroforesis hori­
zontal en geí de agarosa (Fig. III. 18, calles 1, 
2, 3, 4 y 5 respectivamente) y se transfirió a 
una membrana de Nylon para su posterior 
hibridación con la sonda correspondiente al 
fragmento contenido en el plásmido pPSl 
(vease apartados 11.34, 11.35 y 11.36). A con­
tinuación se procedió al revelado (vease apar­
tado 11.36) y se visualizaron de una a tres 
bandas según el enzima utilizado en la diges­
tión. Esto indicaba la existencia en el genoma 
de C. albicans, de secuencias homologas al 
ADNc clonado.
III.5.6.2. Northern blot
El ARN total de levaduras y tubos germi­
nativos se obtuvo tal como se describe en el 
capítulo de Materiales y Métodos (apartado
11.37). Tanto las células levaduriformes como 
los tubos germinativos se recogieron después 
de 3 h de incubación de células levadurifor­
mes previamente sometidas a ayuno metabó- 
lico (vease apartado II. 5), en medio sintético 
a 28°C y 37°C respectivamente. Las molécu­
las de ARN separadas electroforéticamente y 
transferidas a filtros Hybond-N se hibridaron 
con la sonda de ADNc correspondiente al in­
serto del plásmido pPSl (vease apartado
11.38). El revelado de la hibridación mostró la 
existencia de una única y relativamente abun­
dante especie molecular de ARNm de apro­
ximadamente 0,9 kb, presente en cantidades 
similares en células levaduriformes y micelia- 
les (Fig.III. 19).
IU.5.6.3. Secuenciación del ADNc.
Una vez caracterizado a nivel de Northern 
y Southern el ADNc contenido en el plásmido 
pPSl, se realizó un análisis de la secuencia 
nucleotídica con objeto de determinar la es­
tructura primaria de la proteína codificada por 
el mismo. Las reacciones de secuenciación se 
realizaron mediante el kit secuenciación Taq 
DyDeoxy Terminator (Applied Biosystems 
Inc) y la secuencia nucleotídica se determinó 
en un secuenciador automático Applied Bio- 
system modelo 3 73A. La estrategia utilizada 
se detalla a continuación: (i) los extremos del 
ADNc se secuenciaron utilizando como oli- 
gonucleótidos los cebadores del bacteriófago 
^ g tll "forward" y "reverse" cuyas regiones 
complementarias se encontraban flanqueando 
el inserto de ADNc o bien empleando ceba­
dores universales de pGEM-T (vector en el 
que está subclonado en ADNc). De este 
modo se secuenciaron 300-400 pb por cada 
extremo. Debido a que la longitud del inserto 
era superior a 800 pb, fue necesaria la cons­
trucción de dos oligonucleótidos específicos 
deducidos de la secuencia (37F-1 y 37R-1) 
que hibridaran en zonas internas del ADNc, 
de modo que al secuenciar, los fragmentos 
llegaran a solaparse. Esta estrategia no fun­
cionó ya que cuando se secuenciaba no se ob­
servaba señal o bien se obtenían secuencias 
llenas de indeterminaciones. En un principio 
se pensó que esto era debido a la existencia 
de estructuras secundarias en el ADNc, pero 
más tarde se pudo determinar que este no era 
el verdadero motivo. Cuando se introdujeron 
los dos tramos de secuencia correspondientes 
a ambos extremos del ADNc, en una base de 
datos, se observó que cada una de ellas por 
separado poseía una homología del 70-80 % 
con la ubiquitina de S. cerevisiae.
La ubiquitina es una proteína de pequeño 
tamaño que puede encontrarse libre o ligada a 
una amplia variedad de especies proteicas,
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Fig.III. 18. Análisis por Southern blot del ADN cromosomal de levaduras de C. albicans ATCC 
26555. El ADN genómico fue digerido completamente con EcoR1 (calle 1), EcoRV (calle 2), 
Xho 1 (calle 3), HindSÜ (calle 4) y Xbal (cañe 5), se separó mediante electroforesis horizontal en 
gel de agarosa y se transfirió a una membrana de Nylon para su posterior hibridación con la sonda 
marcada correspondiente al fragmento de ADNc subclonado en el plásmido pPSl. La posición de 
los estándares se indica en la parte derecha expresada en kb.
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Fig.III. 19. Análisis por Northern blot del ARN de C albicans ATCC 26555 tanto de células 
levaduriformes como de levaduras germinadas, obtenido 3 h después de la incubación a 289C y 372C 
respectivamente. El ARN total fue separado por electroforesis en gel de agarosa y transferido a una 
membrana de Nylon. La hibridación se realizó con la sonda correspondiente al fragmento de ADNc 
subclonado en el plásmido pPSl y el tamaño aproximado del ARN transcrito se indica con una 
flecha.
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ubicadas en el citoplasma, en el núcleo o en la 
membrana plasmática incluyendo a receptores 
de la superficie celular (Finley y Chau, 
1991; Hershko y Ciechanover, 1992). La 
ubiquitinación juega un papel importante en 
muchos mecanismos reguladores (control del 
ciclo celular, modificación de histonas y re­
ceptores, respuesta a estrés) aunque su fun­
ción principal es actuar como marcador para 
la degradación selectiva de proteínas, modu­
lando así los niveles de proteínas específicas y 
eliminando proteínas dañadas o anómalas. 
Además como la ubiquitinación es reversible, 
la ubiquitina puede actuar con otras funciones 
distintas a la degradación (Wilkinson et al., 
1989; Finley y Chau, 1991; Paolini y Ki- 
net, 1993).
La ubiquitina es un polipéptido de 76 ami­
noácidos codificado por 228 pb que aparece 
extremadamente conservado en la evolución y 
se encuentra en plantas, animales, levaduras y 
otras especies en las que difiere en solo unos 
pocos aminoácidos (Ozkaynak et a l, 1984, 
1987). En eucariotas la ubiquitina se encuen­
tra codificada por una familia multigénica, en 
la que la mayoría de los genes codifican para 
proteínas híbridas en las cuales la ubiquitina 
está fusionada por su extremo carboxi a sí 
misma, como en el caso de la poliubiquitina, o 
a una cola de aminoácidos no relacionada con 
la ubiquitina (Finley y Chau, 1991).
Cada uno de los fragmentos secuenciados 
del ADNc, aunque no poseían zonas comu­
nes entre sí, correspondía a una región de 
una ubiquitina, lo que suponía la existencia de 
al menos dos unidades de esta proteína, ya 
que estaban demasiado separadas en el ADNc 
para corresponder a la misma, lo que indicaba 
que se trataba de poliubiquitina. Esto expli­
caba la imposibilidad de secuenciar con los 
oligonucleótidos específicos, ya que al haber 
secuencias repetidas dentro del ADNc estos 
hibridarían en más de un sitio. Así se diseño
un tercer oligonucleótido que hibridara en un 
sitio único, por lo que se eligió para su cons­
trucción una secuencia situada inmediatamen­
te después del principio de las regiones 3' no 
codificantes. Con este oligonucleótido de­
nominado 37R-2 y con el cebador universal 
de Xgtll "forward" se consiguieron solapar 
las secuencias entre los dos extremos del 
ADNc, encontrándose una tercera ubiquitina 
en la región central.
La secuencia completa del ADNc se indica 
en la Fig.III.20. La disposición de las regio­
nes que codifican para cada unidad de ubiqui­
tina es idéntica al gen de la poliubiquitina de 
S. cerevisiae (UBI4), en el que las copias se 
disponen en tándem unidas cabeza-cola sin 
ningún espacio entre ellas. La secuencia de 76 
aminoácidos de cada unidad es idéntica a la 
encontrada en el gen UBI4 de S. cerevisiae. 
La secuencia nucleotídica de cada unidad di­
fiere en algunas bases, al igual que ocurre en 
S. cerevisiae (Fig.III.21). Por otro lado se 
observó que el aminoácido extra (Phe) de la 
última copia de ubiquitina que precede al co- 
dón de terminación de la traducción, es dife­
rente al encontrado en la poliubiquitina de S. 
cerevisiae (Asn). En este sentido se ha descri­
to que dicho aminoácido difiere en las poliu- 
biquitinas de diferentes especies (Ozkaynak 
et al., 1987). Además la secuencia 5' arriba 
con respecto a la metionina de la primera co­
pia de ubiquitina no codifica para otra unidad 
de la misma.
De todo lo expuesto se dedujo que el 
ADNc del clon PS1 correspondía a la poliu­
biquitina de C. albicans. El análisis de la se­
cuencia de nucleótidos y los tamaños simila­
res del fragmento de ADNc y ARNm detec­
tado por Northern blot, indicaron que el clon 
de ADNc contenía la secuencia codificadora 
completa del gen; por lo tanto el gen de la 
poliubiquitina de C. albicans posee tres co­
pias de ubiquitina organizadas en tándem de
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Fig.III.20. Secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN c de 0,9 kb que codifica para la 
poliubiquitina de C. albicans. Se muestra la secuencia de ADN c entre los adaptadores EcoK\ 
utilizados en la construcción de la genoteca. La secuencia de aminoácidos de la proteína codificada 
se indica con el código de una sola letra. El primer aminoácido (Met) de cada ubiquitina se indica 
con una flecha. El aminoácido extra de la tercera copia (Phe> y la secuencia poli(A) localizada en el 
extremo 3' del cDNA se muestran subrayados. Los codones de terminación de la traducción se 
indican con un asterisco. La secuencia correspondiente al oligonucleótido empleado en la 
secuenciación (37R-2) se indica con una linea discontinua.
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Fig.m.21. Análisis electroforéticx) (SDS-PAGE en geles en gradiente del 5-15% de acrilamida) de la 
ubiquitina de levadura (calle 1, paneles A y B) y de las proteínas mioglobina y íl-lactoglobulina 
(calle 2, paneles A y B) que se ensayaron como control negativo de la reactividad del PAb anti-p37. 
Las muestras aplicadas a cada calle contenían 4 pg de proteína total. Tras la electroforesis, los 
polipéptidos separados fueron visualizados mediante tinción con azul de Coomasie (panel A) o 
transferidos para su posterior detección con el PAb anti-p37 (panel B). Las calles marcadas con una 
S en ambos paneles muestran una mezcla de proteínas de tamaño molecular conocido (indicado en 
kDa), corridas en paralelo.
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forma idéntica al gen UBI4 de S. cerevisiae, 
el cual posee cinco copias en lugar de tres 
(Ozkaynak et al., 1987). Como ya hemos 
mencionado, los 76 aminoácidos de la ubi- 
quitina de C. albicans codificados por cada 
repetición, son idénticos a la ubiquitina de S. 
cerevisiae, hecho esperado para una proteína 
tan conservada. Además de la observación del 
análisis por Southern, se deduce que existen 
en el genoma de C. albicans secuencias rela­
cionadas con la ubiquitina que pueden corres­
ponder a otros genes diferentes a la poliubi­
quitina, como ocurre en S. cerevisiae, donde 
los genes UBI1-UBI3 codifican para proteí­
nas híbridas en las cuales la ubiquitina se en­
cuentra fusionada en su extremo 3' con se­
cuencias de aminoácidos no relacionadas 
(Ozkaynak et al., 1987). En S. cerevisiae la 
ubiquitina madura se obtiene de las proteínas 
de fusión UBI1-UBI3 en células crecidas en 
condiciones óptimas, mientras que en células 
sometidas a estrés se obtiene de la poliubi­
quitina codificada por UBI4, el cual es un gen 
inducible por estrés y se expresa en unos ni­
veles muy bajos en células no estresadas 
(Finley et al., 1987; Finley y Chau, 1991).
En cuanto al análisis por Northern blot, 
aunque no se encontraron diferencias signifi­
cativas entre los niveles de ARNm de células 
levaduriformes y miceliales después de 3 h 
desde la inducción de la germinación, no 
puede descartarse que la expresión diferencial 
ocurra durante una etapa temprana de la in­
ducción, ya que la transición de levadura a 
micelio puede ser debida en parte a una res­
puesta adaptativa del hongo a condiciones de 
estrés in vivo o in vitro (Martínez y Go- 
zalbo, 1994).
Finalmente, la posible relación entre el re­
ceptor de laminina de 37 kDa y la ubiquitina 
no ha sido aún elucidada. La detección de una 
débil pero significativa reactividad cruzada 
entre el PAb anti-p37 y la ubiquitina de leva­
dura (Fig.III.21), explica la clonación de la 
poliubiquitina con dicho anticuerpo, espe­
cialmente si se tiene en cuenta la proporción 
de ARNm de la p37, que es una proteína muy 
poco abundante, frente al ARNm de la ubi- 
quitina, lo que implicaría su escasa abundan­
cia relativa en la genoteca de ADNc, frente al 
ADNc de ubiquitina. Además cuando se reali­
zaron reacciones de amplificación por PCR 
con los oligonucleótidos específicos 37F-1 y 
37R-1 que hibridaban con regiones internas 
del gen de la poliubiquitina, de los 12 clones 
preseleccionados por su reactividad frente a 
los PAbs anti-p37 y anti-tipo IV (Tabla III. 1), 
se observó que 4 de ellos correspondían a la 
poliubiquitina ya que se amplificaron los 
fragmentos específicos (no mostrado), lo que 
supone una proporción de 1:3 frente al total 
de clones reactivos frente a dichos anticuer­
pos. Esta reactividad cruzada puede ser debi­
da a una relación estructural entre ambas pro­
teínas o a que en la inmunización del conejo 
se introdujeran proteínas contaminantes de 
peso molecular equivalente a 37 kDa que 
contuviesen unidades de ubiquitina. Se ha 
comprobado además la reactividad cruzada 
entre proteínas presentes en el extracto de 2- 
ME (que podrían incluir a la p37) y un anti­
cuerpo anti-ubiquitina de cerdo (no mostra­
do).
Además la superficie celular de C. albi­
cans (Fig.III.22) tanto de células levaduri­
formes (panel A) como de levaduras germi­
nadas (panel B) se marcó (mediante inmuno- 
fluorescencia indirecta) con anticuerpos anti- 
ubiquitina de cerdo,, lo que sugiere la pre­
sencia en C. albicans de moléculas ubiquiti- 
nadas o bien relacionadas con la ubiquitina.
Todos estos resultados apuntan a una 
relación entre la p37 y la ubiquitina aunque 
serán necesarios estudios complementarios 
para elucidar la relación entre ambas. La po­
sible función de la ubiquitina en la pared celu-
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Fig.III.22. Microscopía de fluorescescencia de blastosporas (panel A) y blastosporas germinadas 
(panel B) de C. albicans previamente incubadas con un antisuero policlonal anti-ubiquitina (dil 
1:50). Barra, 10 pm.
Resultados y  discusión
lar de C. albicans y su relación con el recep­
tor para laminina de 37 kDa puede sugerirse 
teniendo en cuenta que los receptores de la 
superficie celular pueden ser estructuras 
complejas formadas por subunidades múlti­
ples. Algunas de estas subunidades actúan en 
la unión al ligando, mientras que otras están 
implicadas en procesos mediadores de señales 
intracelulares. Diversos autores han descrito 
la existencia en células superiores de recepto­
res ubiquitinados (p.ej. el receptor direccio- 
nador de los linfocitos, el factor de creci­
miento derivado de plaquetas, los receptores 
de las hormonas de crecimiento, etc.) (Sie- 
gelmann et al., 1986; Van de Rijn et al., 
1990; Leung et al., 1987). Además la mul- 
tiubiquitinación y deubiquitinación reversible 
puede conectar y desconectar receptores de la 
superficie celular (Paolini y Kinet, 1993). Es 
de interés indicar que el receptor direcciona- 
dor de los linfocitos (homing receptor) es una 
glicoproteína de la superficie celular modifi­
cada covalentemente por la ubiquitina 
(Siegelman et al., 1986, Van de Rijn et al., 
1990) y que el rastreo de una genoteca de 
expresión con un anticuerpo monoclonal 
MEL-4 dirigido frente a dicho receptor de los 
linfocitos, condujo al aislamiento de varios 
clones que codificaban para la ubiquitina 
(John et al., 1986). De la misma forma, en 
nuestro caso el receptor para laminina de 37 
kDa podría estar ubiquitinado y ello justifica­
ría el haber aislado con el PAb anti-p37 el gen 
de la poliubiquitina.
En cualquier caso estos resultados apuntan 
a que la ubiquitinación esté involucrada en la 
interacción entre células íúngicas y tejidos 
animales.
III.6. Estudio comparativo de compo­
nentes proteicos y manoproteicos presen­
tes en la pared celular de cepas de C. albi­
cans de origen clínico
Las manoproteínas parecen ser los princi­
pales componentes de la pared celular de C. 
albicans con carácter antigénico (Brawner y 
Cutler, 1984, 1986a,b; Casanova et al., 
1989,1991; ChaiTin et a l,  1988; Hopwood 
et al., 1986; Poulain et a l,  1985; Sunds- 
trom et a l, 1987,1988). Sin embargo diver­
sos estudios han puesto de manifiesto que los 
determinantes antigénicos de naturaleza pro­
teica y/o manoproteica ligados a la estructura 
de la pared, no se expresan uniformemente en 
todas las cepas de C. albicans, existiendo in­
cluso variabilidad para una misma cepa, en 
función de las condiciones ambientales en las 
que se encuentra (Poulain, et al; 1985; Gil et 
a l, 1991; López-Ribot et al., 1994; M artí­
nez et al., 1991). La variabilidad antigénica 
parece depender también del origen y condi­
ciones de almacenamiento del microorganis­
mo, habiéndose observado diferencias anti- 
génicas notables entre cepas aisladas de pa­
cientes aquejados de candidiasis y de indivi­
duos sanos, y entre cepas recientemente ais­
ladas y y aquellas que han sido mantenidas 
durante periodos prolongados en condiciones 
de laboratorio (Poulain et al., 1983,1985).
Hasta el momento presente, el diagnóstico 
de las infecciones sistémicas producidas por 
Candida spp. plantea serios problemas, debi­
do a que los síntomas de dichas infecciones 
tienen, a menudo, un carácter inespecífico 
(Meunier, 1989; Odds, 1988). Sin embargo 
el poder diagnosticar de forma inequívoca las 
candidiasis de tipo diseminado es algo absolu­
tamente necesario, si se desea instaurar lo 
más rápidamente posible, una quimioterapia 
antifúngica adecuada por via intravenosa. 
Lamentablemente resulta extremadamete di­
fícil establecer de forma precisa dicho diag­
nóstico, especialmente en los estadios inicia­
les de la enfermedad.
En consecuencia, en los últimos años se 
han llevado a cabo estudios por parte de dife-
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rentes grupos, encaminados a desarrollar mé­
todos serológicos específicos y de elevada 
sensibilidad para el diagnóstico precoz de la 
infecciones de tipo sistémico producidas por 
C. albicans y otras especies del género Can­
dida.
Puesto que la inmunología de las candi­
diasis se basa en las moléculas con carácter 
antigénico presentes en las células del hongo, 
y en este contexto los componentes de la pa­
red celular deben actuar como los inductores 
más inmediatos de la respuesta inmune por 
parte del hospedador infectado (Cassone, 
1989), en principio parecía lógico suponer 
que la caracterización de antígenos de dicha 
estructura podría ser de gran utilidad en el di­
seño de métodos de diagnóstico serológico. 
Sin embargo, la variabilidad detectada en re­
lación con los constituyentes de la pared celu­
lar de Candida, y más concretamente de C. 
albicans, comentada en los párrafos anterio­
res, ha ocasionado que los métodos serológi­
cos disponibles en la actualidad para el diag­
nóstico de las candidiasis y que están basados 
en la detección de antígenos superficiales del 
hongo, o de anticuerpos generados por el 
hospedador en respuesta a dichos antígenos, 
posean, en general, bajos niveles de sensibili­
dad y especificidad (Jones et a l,  1990; Na­
varro et a l ,  1993a).
Teniendo en cuenta las consideraciones 
anteriormente expuestas, el objetivo persegui­
do en este apartado fue intentar caracterizar 
antígenos de naturaleza proteica y/o mano- 
proteica ligados a la estructura de la pared 
que se expresaran de forma constante, y que 
en consecuencia pudieran ser de utilidad po­
tencial para el diagnóstico serológico.
Este estudio se llevó a cabo seleccionando 
17 cepas de C. albicans aisladas de indivi­
duos aquejados de diferentes formas de can­
didiasis, utilizando además como cepa de re­
ferencia para el análisis comparativo la cepa 
ATCC 26555. El listado identificativo de to­
das estas cepas se muestra en la Tabla II. 1 del 
capítulo de Materiales y Métodos de la pre­
sente memoria.
Dado que la capacidad de crecer en forma 
de micelio se considera que es un factor de 
virulencia importante en C. albicans, los dife­
rentes aislamientos estudiados se incubaron 
en las condiciones utilizadas para inducir el 
crecimiento en fase levaduriforme (28°C) o la 
emisión de tubos germinativos (37°C) en la 
cepa de referencia ATCC 26555, y que se 
describieron en el apartado II. 5 de Materiales 
y Métodos.
La morfología de las células crecidas bajo 
las diferentes condiciones de incubación se 
examinó bajo microscopía óptica de contraste 
de fases. A 28°C (condiciones de crecimiento 
de la fase levaduriforme), todas la cepas die­
ron lugar a cultivos homogéneos de blastos­
poras (levaduras), no observándose diferen­
cias apreciables en lo que respecta al tamaño 
y aspecto de las células. Sin embargo, a 37°C 
(condiciones para inducir la formación de tu­
bos germinativos), solo unas pocas de las ce­
pas estudiadas fueron capaces de formar fila­
mentos miceliales que en cualquier caso fue­
ron muy diferentes tanto en longitud como en 
aspecto morfológico de los observados en el 
caso de la cepa ATCC 26555 incubada en 
idénticas condiciones. En la Fig.III.23 se 
muestran algunos ejemplos representativos de 
los diferentes tipos de crecimiento encontra­
dos en las cepas de C. albicans de origen clí­
nico. En particular las cepas 30259 (Fig.
111.23, panel A) y 105688 (Fig.III.23, panel 
F), junto con las cepas 105805, 105671 y 
104851 (no mostrado), no miceliaron o lo hi­
cieron en muy baja proporción, siendo gene­
ralmente los filamentos observados cortos y/o 
gruesos en comparación con los producidos 
por la cepa de referencia. Las cepas 106199,
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Fig.m.23. Observaciones microscópicas bajo contraste de fases de diferentes cepas de C. albicans. 
(ver Tabla 0.1 para información complementaria sobre dichas cepas) incubadas en condiciones 
idénticas a las empleadas para inducir la formación de tubos germinativos en la cepa de referencia 
ATCC 26555. Panel A (cepa 30259), panel B (cepa 36985), panel C (cepa 106203), panel D (cepa 
104011), panel E (cepa 24248), panel F (cepa 105688). La barra en el panel E equivale a 10 pm 
y representa la misma escala para todos los paneles.
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24249, 32216 y 106203 (Fig.III.23, panel C) 
presentaron un grado de miceliación similar 
entre ellas produciendo formas filamentosas 
finas y alargadas. Por el contrario las cepas 
104011 (Fig.III.23, panel D), 24248 (Fig.
III.23, panel E), 105719, 32878, 104682 y 
24250 germinaron dando lugar a hifas cortas 
y gruesas con gran tendencia a la agregación. 
Finalmente la cepa 36985 (Fig.III.23, panel 
B) fué la que exhibió una mayor capacidad 
para miceliar en las condiciones de incubación 
utilizadas, y las hifas resultaron ser las más 
parecidas morfológicamente a la cepa patrón.
Aunque las características de crecimiento 
in vivo (es decir en tejidos infectados) pueden 
diferir notablemente de las observadas in vi- 
tro, la heterogeneidad observada en lo que 
respecta a la capacidad para formar micelio 
en las diferentes cepas examinadas, todas 
ellas aisladas a partir de individuos aquejados 
de candidiasis, sugiere que la formación de 
tubos germinativos puede tener una impor­
tancia relativa como factor de virulencia.
Una vez determinadas las características 
de crecimiento de los diferentes aislados clíni­
cos en ambas condiciones de incubación, se 
procedió a obtener extractos de 2-ME a partir 
de cultivos de cada cepa obtenidos a 28°C 
(condiciones de cultivo de la fase levaduri- 
forme) y 37°C (condiciones para inducir la 
germinación de las blastosporas). Los diferen­
tes extractos de 2-ME se analizaron mediante 
técnicas electroforéticas, como se describe a 
continuación con objeto de caracterizar el 
perfil de componentes proteicos y/o mano- 
proteicos presentes en la pared celular de las 
distintas cepas, y poner de manifiesto especies 
mayoritarias que pudieran tener eventual­
mente un carácter común para todas ellas.
El hecho de que el análisis electroforético 
se llevase a cabo utilizando solamente los ex­
tractos de 2-ME se justifica por las siguientes 
razones: (i) los agentes reductores tales como
el ditiotreitol y el 2-ME extraen a partir de 
células intactas de C. albicans una gran di­
versidad de proteínas y glicoproteínas de la 
pared celular que parecen encontrarse presen­
tes en las capas más externas de dicha estruc­
tura (Calderone y Braun, 1991; López-Ri- 
bot et al., 1991); (ii) las especies proteicas y 
glicoproteicas extraídas por el 2-ME parecen 
estar extremadamente relacionadas con la vi­
rulencia y patogenicidad, puesto que determi­
nan y/o modulan la interacción de las células 
del hongo con los tejidos componentes del 
suero del hospedador (Calderone y Braun, 
1991; Casanova et al., 1992b; Cassone, 
1989; Cutler, 1991; Hostetter, 1994b; Ló- 
pez-Ribot et al., 1991; Sentandreu et al., 
1991b); (iii) teniendo en cuenta lo mencio­
nado en los puntos (i) y (ii) parecería lógico 
suponer que los constituyentes de la pared 
presentes en los extractos de 2-ME pudieran 
actuar como los inductores más inmediatos de 
la respuesta inmune por parte del hospedador 
infectado.
El análisis del contenido de proteína y azú­
car total en los diferentes extractos de 2-ME 
reveló diferencias notables entre los mismos. 
La distinta eficacia del tratamiento solubiliza- 
dor con el agente reductor sugiere tanto la 
existencia de diferencias cuanti y/o cualitati­
vas en la concentración de componentes pro­
teicos y glicoproteicos presentes en la pared 
de las cepas analizadas, como de diferencias 
en la organización espacial de dichos compo­
nentes y en la interacción de los mismos entre 
si y con otros constituyentes de la pared, en 
concordancia con resultados previamente pu­
blicados por nuestro grupo en este contexto, 
aunque utilizando otra metodología para ex­
traer proteínas y glicoproteínas de la pared 
celular (Gil et al., 1991; López-Ribot et al., 
1994).
Cuando se procedió a analizar mediante 
SDS-PAGE los diferentes extractos de 2-ME,
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y a visualizar seguidamente los polipéptidos 
separados mediante tinción con azul de Coo- 
masie, se puso de manifiesto en todos los ca­
sos, un patrón polipeptídico complejo, con un 
elevado número de bandas proteicas distri­
buidas en un rango de peso molecular entre 
80 y 13 kDa para el caso de los extractos 
obtenidos a partir de células de las diferentes 
cepas crecidas a 28°C (Fig. III.24, panel A), y 
entre 106 y 13 kDa para las muestras corres­
pondientes a células incubadas a 37°C (Fig.
111.24, panel B). Aunque la mayor parte de las 
bandas detectadas tuvieron un carácter co­
mún independientemente de la cepa y las con­
diciones de crecimiento utilizadas, se aprecia­
ron diferencias evidentes en la concentración 
de diversos componentes individuales, así 
como especies (generalmente minoritarias) 
específicas de cepa. Entre los polipéptidos 
comunes hay que destacar una especie con un 
peso molecular aparente de 58 kDa que fue 
detectable en todos los extractos analizados 
obtenidos tanto de células crecidas a 28°C 
(Fig. III.24, panel A) como a 37°C (Fig.
111.24, panel B). Sobre esta especie de 58 
kDa se volverá a insistir un poco más adelan­
te.
La tinción con Con A-peroxidasa de los 
componentes presentes en los extractos de 2- 
ME, previamente separados mediante SDS- 
PAGE y posteriormente transferidos a papel 
de nitrocelulosa, puso de manifiesto la exis­
tencia de un material de elevado peso mole­
cular (>106 kDa) y altamente polidisperso 
(Fig.III.25), que no fue detectable mediante 
tinción con azul de Coomasie (Fig.III.24). 
Este material está constituido por glicopro- 
teinas (manoproteínas) con un gran contenido 
en carbohidratos (polímeros de mañosa), lo 
que determina su fuerte reactividad con la 
lectina. En este caso se detectaron diferencias 
evidentes entre los extractos de 2-ME en 
función de las condiciones de incubación
empleadas para obtener los cultivos de las 
diferentes cepas, puesto que las especies de 
elevado peso molecular extraídas de las célu­
las a 28°C exhibieron una mayor polidispersi- 
dad (Fig.III.25, panel A), que las glicoproteí­
nas presentes en los extractos de 2-ME de 
células crecidas a 37°C, que en general se re­
solvieron en bandas más discretas (Fig.III.25, 
panel B). Además se apreciaron diferencias 
cualitativas y/o cuantitativas notables en los 
perfiles de especies glicoproteicas reactivas 
frente a la Con A entre las diversas cepas 
crecidas en idénticas condiciones. En este 
contexto, el análisis de los extractos de 2-ME 
obtenidos de las cepas identificadas con los 
números 11, 12 y 14 (ver Tabla II. 1) crecidas 
a 28°C, reveló un escaso número de compo­
nentes manoproteicos, detectándose en todos 
los casos una débil reactividad frente a la Con 
A (Fig.III.25, panel A). Sin embargo los ex­
tractos correspondientes a estas mismas cepas 
pero incubadas a 37°C, contenían, aparente­
mente, una mayor riqueza de componentes 
manoproteicos (Fig.III.25, panel B). Prácti­
camente en todos los extractos de 2-ME de 
las diferentes cepas crecidas tanto a 28°C 
como a 37°C se detectó una banda con una 
movilidad electroforética correspondiente a 
un peso molecular aparente de 58 kDa, que 
mostró una fuerte reactividd frente a la Con 
A (Fig.III.25). Hay que destacar aquí que el 
receptor para fibrinógeno caracterizado por 
nuestro grupo en C. albicans es una mano- 
proteína de 58 kDa (mp 58; Casanova et al., 
1992b). La mayor parte de especies de medio 
y bajo peso molecular detectadas mediante 
tinción con azul de Coomasie (Fig.III.24) no 
fueron visualizables tras la tinción con Con A 
(Fig.III.25), lo que sugiere que tales compo­
nentes de la pared celular del hongo extraídos 
por la acción del 2-ME carecen de restos de 
naturaleza carbohidrato unidos a las cadenas 
polipeptídicas.
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Fig.III.24. Patrones polipeptídicos obtenidos mediante el análisis electroforético (SDS-PAGE en 
geles en gradiente del 5-15 % de acrilamida) de extractos de 2-ME de cepas de C. albicans (las cepas 
analizadas son las que se muestran en la Tabla n.l con el mismo número de orden que allí se 
indica) incubadas en las condiciones utilizadas para inducir el crecimiento en fase levaduriforme 
(panel A) o de micelio (panel B) en la cepa de referencia ATCC 26555 (calle 1 en ambos paneles). 
Las muestras aplicadas en cada calle contenían 200 pg de material expresado como contenido de 
azúcar total. Tras la electroforesis, los polipéptidos separados fueron visualizados mediante tinción 
con azul de Coomasie. Las calles marcadas con una S en ambos paneles muestran una mezcla de 
proteínas de tamaño molecular conocido (indicado en kDa), corridas en paralelo.
49.5
3 2 .5 -
2 7 .5 -
18.5-
0
M M
KDa
106- 
8 0 -  
49.5 -  
32.5 -
27.5 — 
18.5-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
58 ►
-  18.5
1 2 3 4 5 6 7 8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 S
Fig.III.25. Análisis mediante SDS-PAGE (geles en gradiente del 5-15% de acrilamida) y 
electrotransferencia (Western blotting) de extractos de 2-ME obtenidos de cepas de C. albicans (las 
cepas analizadas son las que se muestran en la Tabla n.l con el mismo número de orden que allí se 
indica) incubadas en las condiciones utilizadas para inducir el crecimiento en fase levaduriforme 
(panel A) o de micelio (panel B) en la cepa de referencia ATCC 26555 (calle 1 en ambos paneles). 
Las muestras aplicadas en cada calle contenían unos 100 pg de material expresado como azúcar 
total. Tras la electroforesis, los polipéptidos fueron transferidos a papel de nitrocelulosa y 
seguidamente visualizados mediante tinción con Concanavalina A acoplada a peroxidasa. El peso 
molecular aparente (expresado en kDa) de proteínas patrón preteñidas corridas en paralelo (calle 
marcada con la letra S) se indica a la izquierda y derecha respectivamente de los paneles A y B.
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Dado que la tinción de los geles de acri- 
lamida con azul de Coomasie y la de los so­
portes de nitrocelulosa con Con A-peroxi- 
dasa, apuntaba hacia la posibilidad de que la 
pared celular de los aislamientos clínicos de 
C. albicans analizados poseyera una mano- 
proteína equivalente a la especie mp 58 des­
crita previamente (Casanova et ah, 1992b), 
se procedió a inmunodetectar la presencia de 
moléculas en los extractos de 2-ME que pu­
dieran mostrar (i) reactividad cruzada con el 
anticuerpo policlonal monoespecífico genera­
do frente al receptor mp58 (PAb anti-mp58; 
Casanova et al., 1992b) y (ii) capacidad para 
interaccionar con fibrinógeno, determinada 
mediante la técnica puesta a punto con esta 
finalidad por nuestro grupo (Casanova et al., 
1992b).
La inmunodetección con el PAb anti-mp58 
puso de manifiesto básicamente la existencia 
de una especie mayoritaria con un peso mole­
cular aparente de 58 kDa, que mostraba reac­
tividad cruzada con el antisuero, en los dife­
rentes extractos (Fig.III.26). La expresión de 
estas especies reactivas frente al PAb anti- 
mp58 parecía depender, en algunos casos, de 
las condiciones de incubación. Así, la pared 
celular de la mayor parte de las células creci­
das tanto a 28°C como a 37°C contenía una 
especie de unos 58 kDa de tamaño molecular, 
extraible por la acción del 2-ME, y que era 
detectable mediante inmunotransferencia con 
el antisuero (Fig.III.26). Sin embargo las ce­
pas identificadas con los números 10, 11, 12, 
13 y 14 (ver Tabla II. 1) no expresaron el 
componente de 58 kDa a 28°C (Fig.III.26, 
panel A) pero si a 37°C (Fig.III.26, panel B). 
Por el contrario las cepas identificadas como 
12 y 15 exhibieron el comportamiento opues­
to (comparar las calles 2 y 15 en los paneles 
A y B de la Fig.III.26).
Una vez detectada la presencia de especies 
inmunoreactivas frente al PAb anti-mp58 en
los diferentes extractos de 2-ME, se procedió 
a determinar si aquellas eran capaces de inte­
raccionar con el fibrinógeno de origen huma­
no, utilizando las condiciones experimentales 
descritas en el apartado 11.14 del capítulo de 
Materiales y Métodos. El perfil de bandas 
obtenido en este caso coincidió en algunos 
casos (Fig.III.27) con el correspondiente a la 
inmunodetección con el PAb anti-mp58 (Fig.
111.26), aunque se apreciaron una serie de 
discrepancias (o más bien falta de parale­
lismo) notables. Así por ejemplo, los extrac­
tos de 2-ME de las cepas 6, 7 y 8 (Tabla II. 1) 
crecidas a 28°C (Fig.III.26, panel A) y a 37°C 
(Fig. 111.26, panel B) contenían una especie 
de 58 kDa con reactividad cruzada frente al 
antisuero, pero que solo era funcional (en lo 
que respecta a su capacidad para ligar fibri- 
nógeno) en los extractos de las células incu­
badas a 28°C (Fig.III.27, paneles A y B, ca­
lles 6, 7 y 8). Por otro lado, aunque las cepas 
11, 12 13 y 14 crecidas a 28°C no poseían, 
aparentemente, componente alguno inmuno- 
reactivo frente al PAb anti-mp58 (Fig.III.26, 
panel A), si que fue detectable en los extrac­
tos de 2-ME obtenidos de dichas cepas, la 
presencia de una banda con un peso molecu­
lar aparente de 58 kDa, capaz de interaccio­
nar con fibrinógeno humano débilmente, aun­
que de forma específica.
Todos estos resultados indican que una 
manoproteína homologa del receptor de 
mp58 para fíbrinógeno caracterizado previa­
mente por nuestro grupo (Casanova et al., 
1992b) en la cepa de referencia de C. albi­
cans (ATCC 26555), se encuentra presente 
en la pared celular de las diversas cepas de 
origen clínico del hongo examinadas. Sin em­
bargo, parecen existir notables diferencias 
tanto antigénicas (reactividad frente al PAb 
anti-mp58) como funcionales (capacidad para 
interaccionar con el fíbrinógeno) entre las di­
ferentes especies homologas de la mp58 en
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Fig.III.26. Inmunodetección sobre papel de nitrocelulosa utilizando como sonda un antisuero 
policlonal mono específico frente al receptor manoproteico de 58 kDa (mp 58) para fíbrinógeno 
previamente caracterizado en C. albicans ATCC 26555 (PAb anti-mp58; Casanova et aL, 1992b). 
Las condiciones experimentales, el tipo de muestra aplicada en las diferentes calles y las cepas 
examinadas se describen en el texto de la Fig.III.23. La cantidad de muestra aplicada por calle en 
este caso fue de unos 100 jig expresado como contenido en azúcar total. La inmunodetección sobre 
papel de nitrocelulosa se llevó a cabo utilizando una dilución 1:500 del PAb anti-mp58. El peso 
molecular aparente (expresado en kDa) de proteínas patrón preteñidas corridas en paralelo (calle 
marcada con la letra S) se indica a la derecha de cada panel.
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Fig.IÜ.27. Identificación de componentes solubilizados mediante tratamiento con 2-ME de la 
superficie celular de cepas de C. albicans incubadas en las condiciones utilizadas para inducir el 
crecimiento en fase levaduriforme (panel A) o de micelio (panel B) en la cepa de referencia ATCC 
26555 (calle 1 en ambos paneles). Las cepas analizadas son las que se muestran en la Tabla II. 1, 
con el mismo orden que allí se indica. Las muestras aplicadas en cada calle contenían, en este caso, 
unos 200 pg de material (expresado como contenido de azúcar total). Tras la electroforesis en geles 
en gradiente del 5-15% de acrilamida, los polipéptidos fueron transferidos a papel de nitrocelulosa, 
sobre los que se llevó a cabo el ensayo de interacción con fíbrinógeno como se describió en 
Materiales y Métodos. La movilidad electroforética de proteínas estandard de peso molecular 
conocido (expresado en kDa) se muestra a la izquierda de ambos paneles.
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función tanto de la cepa examinada como de 
las condiciones de incubación utilizadas para 
generar los cultivos a partir de los cuales se 
obtuvieron los extractos de 2-ME.
En la Tabla III.2 se ha intentado resumir 
de forma comparativa las diferencias obser­
vadas en la intensidad de la reactividad frente 
a los distintos métodos de detección emplea­
dos. Teniendo en cuenta que los diferentes 
perfiles electroforéticos mostrados en las Fig. 
111.25 a 111.27, se obtuvieron cargando la 
misma cantidad de material (el extracto de 2- 
ME correspondiente en cada caso) expresado 
como contenido de azúcar total en cada poci­
lio, las diferencias de reactividad observadas 
(Tabla III.2) sugieren que las especies homo­
logas a la mp58 se expresan, además, en can­
tidades variables en las diferentes cepas.
En resumen, los resultados del estudio 
descritos en este apartado, confirman la difi­
cultad, puesta de manifiesto en estudios pre­
vios (Gil et a l 1991; López-Ribot et a l , 
1994), para definir antígenos que por expre­
sarse de forma general en todas las cepas de 
C. albicans, pudieran utilizarse como marca­
dores selectivos para el diagnóstico seroló- 
gico de las candidiasis. En este contexto, la 
especie de 58 kDa, que por sus características 
biológicas (la capacidad que muestra para in­
teraccionar con fíbrinógeno humano) cabe 
suponer que represente un importante factor 
de virulencia para el hongo, pudiera ser un 
candidato potencial como antígeno marcador.
Tabla III.2. Reactividad de las especies homolo­
gas a la mp58 presentes en los extractos de 2-ME de 
las diferentes cepas tras (i) tinción con azul de Coo­
masie (A) y Con A-peroxidasa (B) (ii) inmunodetec­
ción con el PAb anti-mp58 (C) y (iii) el ensayo de 
unión a fíbrinógeno revelado con anticuerpo anti-fi- 
brinógeno (D), deducida de los experimentos mostra­
dos en las Figs III.24, III.25, 111,26 y III.27. Los sím­
bolos indican: ++, elevada reactividad; +, reactividad 
intermedia; - ausencia de reactividad. Los símbolos a 
la izquierda de la barra corresponden a los resultados
obtenidos a partir de extractos de 2-ME obtenidos a 
partir de células incubadas a 28°C, mientras que los 
de la derecha corresponden a muestras de células 
crecidas a 37°C.
Cepa A B C D
1 ++/++ ++/++ ++/++ ++/++
2 +/+ +/+ ++/++ +/+
3 ++/++ ++/++ ++/++ +1+
4 ++/++ ++/++ ++/++ +/+
5 ++/+ ++/+ +/+ ++/+
6 ++/+ ++/++ ++/++ ++/-
7 ++/++ ++/+ ++/++ ++/-
8 ++/+ ++/++ ++/++ ++/-
9 ++/+ ++/+ ++/++ ++/++
10 +/++ +/++ +/++ ++/++
11 ++/+ -/++ -/++ ++/++
12 +/++ -/++ -/- ++/-
13 -/+ -/- -/++ ++/++
14 -/++ -/++ -/++ -/++
15 ++/++ ++/++ ++/- ++/++
16 ++/++ ++/++ ++/++ ++/++
17 ++/++ ++/++ ++/++ ++/++
18 ++/++ ++/++ ++/++ ++/++
III.7.- Detección de antígenos circulan­
tes y de inmunoglobulinas frente a antíge­
nos de C  albicans en suero humano
Como ya se ha mencionado en apartados 
previos de la presente memoria, el diagnós­
tico pre-mortem de las candidiasis de tipo di­
seminadas es un problema difícil todavía 
pendiente de solución en la actualidad 
(Meunier, 1989; Navarro et a l 1993a; 
Odds, 1988). Cuando se utilizan técnicas 
microbiológicas convencionales como el he- 
mocultivo para el diagnóstico, el porcentaje 
de resultados positivos que se obtienen es 
muy bajo (Maksymiuk et al., 1984). Por 
otro lado, los métodos serológicos actual­
mente existentes para la detección de antíge­
nos de Candida (por ejemplo, manano, glico­
proteínas y otros antígenos proteicos) en los 
fluidos biológicos de los pacientes, son de 
utilidad controvertible, puesto que dichos in- 
munoensayos no han mostrado ser, clara­
mente, de utilidad clínica (Cabezudo et al
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1989; Escuro et al., 1989; Jones, 1990; Le- 
mieux et al., 1990; Matthews y Burnie, 
1988; Nakamura et al., 1991; Navarro et 
al., 1993a,b; Phillips et al., 1990; Ruchel,
1989). Del mismo modo, otros métodos sero- 
lógicos utilizados para detectar anticuerpos 
anti-Candida muestran por lo general unos 
niveles bajos de sensibilidad y especificidad 
(por ejemplo en muchos casos son incapaces 
de discriminar entre las formas superficial y 
diseminada de las candidiasis), puesto que 
tales métodos detectan principalmente anti­
cuerpos generados contra el componente car­
bohidrato de las glicoproteínas de la pared 
celular de Candida, el manano, componente 
que también se encuentra presente con simila­
res características biológicas y antigénicas en 
las glicoproteínas de otros hongos saprofitos 
como S. cerevisiae, lo que ocasiona que los 
anticuerpos frente al manano sean ubicuos en 
el suero humano, incluso en individuos sanos 
(Jones, 1990; ZoIIer et al., 1991). Así mismo 
la gran variabilidad antigénica que exhibe C. 
albicans (y presumiblemente otras especies 
del género Candida), provoca que las prepa­
raciones antigénicas utilizadas en el diseño y 
puesta a punto de todos esos procedimientos 
de diagnóstico serológico, no puedan ser con­
venientemente estandarizados, condición in­
dispensable para obtener resultados reprodú­
celes entre diferentes laboratorios (Jones,
1990). En consecuencia, en los últimos años, 
se ha intentado diseñar métodos de diagnós­
tico serológico con la mayor especificidad y 
sensibilidad posibles, para detectar diversos 
antígenos selectos de Candida. En este con­
texto, se han utilizado una serie de antígenos 
citoplásmicos de naturaleza proteica de bajo y 
medio peso molecular (entre 29 y 47 kDa) 
como marcadores para la detección de anti­
cuerpos específicos frente a aquellos, en pa­
cientes con candidiasis sistémica (Matthews 
y Burnie, 1988; Zoller et al., 1991; Bru- 
neau y Guinet, 1984). Aunque se han hecho
algunos progresos interesantes en este 
campo, los resultados obtenidos hasta el mo­
mento no han conducido todavía al desarrollo 
de métodos serológicos simples y fiables para 
el diagnóstico precoz de las infecciones de 
tipo sistémico causadas por Candida. Ade­
más, parecería a priori más lógico basar las 
estrategias para el diseño de procedimientos 
serológicos para el diagnóstico de las candi­
diasis sistémicas en la detección de (i) molé­
culas de la pared celular del hongo, princi­
palmente de las manoproteínas que son los 
principales componentes de carácter antigé- 
nico presentes en dicha estructura, y que ac­
túan como los inductores más inmediatos de 
la respuesta inmune en el hospedador 
(Cassone, 1989), o (ii) de anticuerpos gene­
rados frente a tales antígenos superficiales por 
el individuo infectado.
En el presente apartado, se describen los 
resultados del estudio, planteado como con­
secuencia de lo anteriormente expuesto en los 
párrafos introductorios, sobre la detección de 
antígenos de C. albicans y de inmunoglobuli- 
nas G frente a antígenos de pared celular y 
citoplásmicos del hongo en muestras de suero 
procedentes tanto de individuos sanos como 
de pacientes aquejados de candidiasis super­
ficial y/o sistémica. Este estudio se abordó en 
un intento de contribuir al diseño de estrate­
gias para el diagnóstico precoz y específico 
de las infecciones causadas por C. albicans.
III.7.1. Detección de antígeno circulante 
en sueros de pacientes con candidiasis sis­
témica
Para la detección de antígenos circulantes, 
se utilizó un ensayo de E.L.I.S.A. modificado 
(E.L.I.S.A.-captura) empleando como sonda 
captadora, IgGs purificadas a partir de un an­
tisuero policlonal de conejo (PAb anti- 
LátexAd) utilizando como inmunógeno mi- 
croesferas de látex sobre las que se habían ad­
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sorbido los extractos de 2-ME de blastospo- 
ras germinadas (micelio).
Las razones que justificaban a priori la 
elección anterior fueron las siguientes. En 
primer lugar, aunque ambas morfologías 
(levadura y micelio) se detectan simultánea­
mente en tejidos infectados, la formación de 
filamentos miceliales parece jugar un papel 
muy importante en la patogénesis e invasivi- 
dad (Odds, 1988). En segundo lugar, los ex­
tractos de 2-ME contienen una gran diversi­
dad de componentes antigénicos superficiales 
de las células del hongo, entre otros, diversos 
receptores para ligandos del hospedador 
como fíbrinógeno, complemento y laminina 
(Casanova et a l , 1992b; Calderone y 
Braun, 1991; el presente trabajo), algunos 
de los cuales parecen expresarse en muchas 
cepas de C. albicans (ver apartado III.6 de 
esta memoria); además el tratamiento con 2- 
ME es un procedimiento de extracción que 
no afecta sustancialmente las características 
nativas de los componentes antigénicos de la 
pared, a diferencia de otros métodos de so- 
lubilización de antígenos que implican la di­
gestión de la estructura de la pared celular 
con enzimas hidrolíticos (Casanova y 
Chaffin, 1991a; Casanova et a l 1992a), 
que pueden degradar parcialmente los consti­
tuyentes proteicos y glicoproteicos de la 
misma, concomitantemente con su solubiliza- 
ción.
El PAb anti-LátexAd se purificó tal y 
como se describe en el apartado II.22.2 del 
capítulo de Materiales y Métodos, y la frac­
ción de IgGs obtenida se marcó con peroxi- 
dasa o biotina, para su posterior utilización en 
el ensayo de E.L.I.S.A.-captura. De los dos 
métodos de marcado de inmunoglobulinas, la 
reacción con biotina dio el mejor rendimiento, 
por lo que fueron las IgGs biotiniladas las uti­
lizadas como anticuerpos marcadores.
La determinación (titulación) mediante 
E.L.I.S.A. estandard de la reactividad de las 
inmunoglobulinas biotiniladas (IgGs purifica­
das a partir del PAb anti-LátexAd y poste­
riormente etiquetadas con biotina) en función 
de la dilución ensayada de las mismas, frente 
a concentraciones decimalmente crecientes de 
extracto de 2-ME (expresadas como conte­
nido en azúcar total), permitió establecer la 
dilución máxima del anticuerpo y la concen­
tración mínima de antígeno óptimas en unos 
valores de 1:200 y 0,1 pg respectivamente 
(Fig.III.28). En consecuencia, los ensayos 
subsiguientes se diseñaron teniendo en cuenta 
estos datos.
A continuación, para cuantificar la canti­
dad de antígeno que eran capaces de retener 
las IgGs no biotiniladas (sonda captadora) 
purificadas a partir del PAb anti-LátexAd, se 
procedió a realizar un ensayo control de 
E.L.I.S.A.-captura. El método consistía en 
adsorber el anticuerpo no marcado a pocilios 
de placas de E.L.I.S.A., añadir seguidamente 
el extracto de 2-ME a diferentes concentra­
ciones y finalmente detectar las posibles unio­
nes sonda captadora-antígeno con las inmu­
noglobulinas biotiniladas (sonda marcadora).
Los resultados obtenidos mostraron 
que cuando se tapizaban los pocilios con una 
concentración constante (1 pg de proteína 
por pocilio) de IgGs no biotiniladas (sonda 
captadora) y se utilizaban las IgGs biotinila­
das a una dilución de 1:200, el método era 
capaz de detectar una concentración mínima 
de antígeno (extracto de 2-ME) de 100 ng 
por pocilio (Fig.III.29, panel A).
Una vez calibrada la sensibilidad de la 
técnica, se procedió a determinar su efectivi­
dad en una situación real (Fig.III.29). En este 
experimento se analizaron sueros de 6 pacien­
tes con candidiasis sistémica confirmada por 
hemocultivo positivo repetido (Fig.III.29, pa­
nel B ,l-6), 1 suero de un individuo hospitali-
67
2 . 0 -
f c t a
0.1 0.01 0.001 0.0001 
jLig Azúcar
■ dil 1:200
□ dil 1:400
ü dil 1:800
□ dil 1:1600
Fig.III.28. Determinación mediante E.L.I.S.A. de la reactividad en función de la dilución ensayada 
del PAb anti-LátexAd (López-Ribot, 1991) frente al material solubilizado por el 2-ME de la 
superficie de levaduras germinadas de la cepa ATCC 26555. Los pocilios de la placa se tapizaron 
con cantidades decimales decrecientes del extracto de 2-ME (expresado como contenido de azúcar 
total), ensayándose a continuación diferentes diluciones del antisuero etiquetado con biotina. La 
formación de los complejos antígeno-anticuerpo se reveló mediante la adición de estreptavidina 
acoplada a peroxidasa y el correspondiente sustrato cromogénico a los pocilios, cualificándose la 
intensidad de la reacción coloreada que aparece en cada caso, por la lectura de la absorción a 492 nm. 
Las barras de la figura son el resultado de la media de dos valores obtenidos para cada ensayo.
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Fig.UI.29. Panel A: Cálculo del nivel de detección mínimo de antígeno por el método de 
inmunocaptura utilizado. A los pocilios tapizados con IgGs anti-LátexAd (1 pg por pocilio) se 
añadieron cantidades decimalmente crecientes del extracto de 2-ME obtenido de blastosporas 
(expresado como contenido de azúcar total). Tras la incubación, los inmunocomplejos que pudieran 
haberse formado eventualmente por inmunocaptura fueron revelados mediante la subsiguiente 
adición de IgGs anti-LátexAd marcadas con peroxidasa, y tras una nueva incubación, de 
estreptavidina acoplada a peroxidasa y el sustrato cromogénico apropiado.
Panel B: Detección de antígenos en sueros de pacientes mediante inmunocaptura utilizando como 
sonda inmunoglobulinas G (IgGs) purificadas a partir del PAb anti-LátexAd (IgGs anti-LátexAd) 
(panel A). Los pocilios de las placas de E.L.I.S.A. se tapizaron con IgGs anti-LátexAd (1 pg de 
proteína por pocilio). Seguidamente se depositaron en los pocilios alícuotas de los diferentes sueros 
ensayados (diluidos 1:10); sueros de 6 pacientes con candidiasis sistémica confirmada por 
hemocultivo positivo repetido (grupo clínico A; barras 1-6); suero de un individuo hospitalizado 
pero en situación de ausencia de riesgo de contraer candidiasis (barra 7); suero de un paciente con 
candidiasis superficial (barra 8). La formación de inmunocomplejos se reveló del mismo modo que 
en el experimento correspondiente al panel A. En ambos experimentos (paneles A y B) la 
cuantificación de la reacción coloreada se llevó a cabo midiendo la absorción a 492 nm y las barras 
son el resultado de la media de dos valores tomados para cada ensayo.
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zado pero en situación de ausencia de riesgo 
de contraer candidiasis (Fig.III.29, panel B,7) 
y un suero de un individuo aquejado de candi­
diasis superficial (Fig.III.29, panel B,8). Los 
sueros problema se diluyeron 1:10 en tampón 
y se ensayaron mediante el método de 
E.L.I.S. A-captura descrito anteriormente. 
Los resultados obtenidos revelaron unos va­
lores de reactividad muy bajos y práctica­
mente idénticos en todas las muestras proce­
dentes de pacientes con candidiasis sistémica 
(Fig.III.29, panel B, 1-6) y semejantes a los 
encontrados en los sueros utilizados como 
control negativo (Fig. III.29, panel B,7-8), lo 
que indica que los antígenos presentes en la 
superficie celular de C. albicans (en particular 
los componentes solubilizados mediante tra­
tamiento de las células con 2-ME), suscepti­
bles de ser retenidos por los anticuerpos cap­
tadores (las IgGs del PAb anti-LátexAd), se 
encontrarían presentes en el suero pero en 
cantidades por debajo del nivel mínimo de 
detección del método, o bien serían rápida­
mente eliminados del torrente circulatorio, de 
forma semejante como sucede en el caso del 
manano de pared celular de C. albicans (De 
Repentigny et a l 1985). En este contexto 
algunos autores han sugerido recientemente 
que la detección de antígenos citoplásmicos 
del hongo podrían tener una mayor utilidad 
como método diagnóstico de las candidiasis 
sistémicas (M orhart et a l 1994). En con­
clusión, el método de E.L.I.S.A.-captura para 
detectar antígenos circulantes, no fue de utili­
dad, al menos en las condiciones experimen­
tales utilizadas, para el diagnóstico de la can­
didiasis diseminada.
III.7.2. Detección de anticuerpos especí­
ficos
Comprobada la ineficacia del método de 
detección de antígenos circulantes como cri­
terio diagnóstico de la candidiasis sistémica, 
seguidamente se procedió a investigar la
reactividad debida a IgGs mediante enzi- 
moinmunoensayo (E.L.I.S.A.) de sueros fren­
te preparaciones antigénicas (extractos de 2- 
ME y de Zimoliasa, y Usados de protoplastos) 
obtenidas de blastosporas germinadas de C. 
albicans tal como se indicó en el apartado
II.6 del capítulo de Materiales y Métodos, 
con objeto de evaluar la posible utilidad de 
esta aproximación experimental para el diag­
nóstico de la infección.
Con esta finalidad se ensayaron sueros de: 
(i) 28 pacientes con diagnóstico de candidia­
sis sistémica confirmado (grupo clínico A), 
15 de los cuales eran individuos adictos a las 
drogas (heroína) mientras que de los 13 pa­
cientes restantes, 9 padecían una fuerte inmu- 
nodepresión y 4 de ellos desarrollaron una 
candidiasis sistémica contraída tras una cate­
terización; (ii) 46 individuos no hospitalizados 
aquejados de candidiasis superficial (vaginitis 
[n=40] y balinitis [n=6 ] ) (grupo clínico B); 
(iii) 31 individuos sanos y 36 pacientes hospi­
talizados pero en situación de bajo riesgo 
para contraer una candidiasis de tipo sisté- 
mico, es decir personas no inmunodeprimidas, 
que no estaban cateterizadas, y no habían sido 
sometidas ha tratamiento con antibióticos de 
amplio espectro o a hiperalimentación (grupo 
clínico C); (iv) 13 pacientes hospitalizados en 
situación de alto riesgo de contraer candidia­
sis (a partir de estos individuos se obtuvieron 
50 muestras de suero), por padecer diferentes 
tipos de cáncer y/o por haber sido sometidos 
aun transplante autólogo de médula ósea 
(grupo clínico D). Seis de estos pacientes te­
nían colonización mucocutánea por Candida 
spp. (5 por C. albicans y 1 por Torulopsis 
glabratá), aunque ninguno de ellos llegó a 
desarrollar una candidiasis sistémica durante 
el período en que se realizaron las experien­
cias.
Las concentraciones óptimas de antigeno, 
suero problema y segundo anticuerpo marca­
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dor a utilizar en los ensayos de E.L.I.S.A. se 
determinaron previamente mediante titulacio­
nes piloto con sueros control positivos y ne­
gativos, para establecer la relación óptima de 
los diferentes reactivos.
Con objeto de establecer si el ensayo de 
E.L.I.S.A. utilizado para detectar IgGs circu­
lantes frente a antígenos de pared y citoplás­
micos de C. albicans era capaz de discriminar 
entre candidiasis sistémica y no sistémica, los 
grupos clínicos B, C y D fueron considerados 
como controles negativos a los efectos del 
cálculo de la sensibilidad, especificidad y va­
lor predictivo (negativo y positivo) del ensa­
yo. La línea de corte se estableció añadiendo 
tres veces el valor de la desviación estándar, 
al valor medio de las absorbancias (DO492) 
obtenidas con las muestras de suero proce­
dentes de los grupos B y C. De acuerdo con 
este criterio, uno podría esperar que el ensayo 
fuera muy específico pero tuviera una baja 
sensibilidad, al menos que él mismo fuera ca­
paz de discriminar entre presencia y ausencia 
de candidiasis sistémica. En este contexto, el 
ensayo de E.L.I.S.A. utilizado mostró una 
elevada especificidad (98,6-100%) pero una 
baja sensibilidad (3,5-17,8%) (Tabla III.3), 
estando los valores de densidad óptica encon­
trados, con los sueros de los pacientes del 
grupo B, por lo general en el mismo rango 
que los obtenidos cuando se utilizaron los 
sueros de los individuos de los grupos C y D 
(Fig.III.30, panel 1). La mayor parte de los 
métodos existentes en la actualidad para el 
diagnóstico de las cansidiasis se basan princi­
palmente en la detección de anticuerpos diri­
gidos contra el componente carbohidrato de 
las manoproteínas de la pared celular de 
Candida (el manano). El escaso poder dis­
criminatorio de tales métodos entre las dife­
rentes formas de candidiasis (superficial y di­
seminada) se debe principalmente al hecho de 
que estos anticuerpos están presentes en la 
mayoría de sueros humanos.
Pensando en la posibilidad de que la baja 
sensibilidad observada (3,5-17,8%) en los en­
sayos de E.L.I.S.A. realizados con los sueros 
crudos (Tabla III.3) pudiera deberse a los an­
ticuerpos anti-manano que eventualmente pu­
dieran estar presentes en los mismos, dichos 
anticuerpos fueron eliminados por adsorción 
de los sueros crudos sobre partículas de látex 
recubiertas de manano (vease apartado 11.18 
de Materiales y Métodos). La reactividad de­
bida a IgGs en los sueros adsorbidos determi­
nada por E.L.I.S.A. se muestra en la Fig.
111.30, panel 2. Como puede apreciarse cla­
ramente la adsorción de los sueros incre­
mentó de forma muy significativa la eficiencia 
diagnóstica del ensayo. Los mejores resulta­
dos en lo referente a sensibilidad (89,2%) y 
especificidad (98,6%) con los sueros adsorbi­
dos se obtuvieron cuando estos se enfrenta­
ron al extracto de 2-Me como preparación 
antigénica (Tabla III.3). Hay que destacar el 
hecho de que con el extracto de 2-ME, prác­
ticamente todos los sueros procedentes de 
pacientes fuertemente inmunodeprimidos die­
ron por E.L.I.S.A. valores de DO492 por 
encima de la línea de corte establecida (Fig.
111.30, panel 2), y en el rango de los obteni­
dos con los sueros de los individuos consu­
midores de drogas (grupo clínico A); sin em­
bargo, ninguno de los sueros obtenidos de los 
pacientes incluidos en el grupo D dió valores 
de DO492 por encima de la línea de corte 
(Fig.III.30, panel 2).
Como se ha mencionado en párrafos ante­
riores, las manoproteínas son los principales 
componentes antigénicos presentes en la pa­
red celular de C. albicans y en consecuencia 
deben actuar como los inductores más inme­
diatos de la respuesta inmune en el hospeda­
dor infectado (Casanova et a l 1989, 1991; 
Cassone, 1989; Chaffin et a l , 1988; Gil et 
al., 1991). Por otro lado la capacidad de for­
mar hifas parece jugar un papel importante
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Fig.m.30. Reactividad específica debida a IgGs de sueros de individuos pertenecientes a los grupos 
clínicos A, B, C y D (ver texto) frente al extracto de 2-ME de blastosporas germinadas (micelio). 
La reactividad se determinó mediante enzimoinmunoensayo (E.L.I.S.A.) antes (panel 1) y después 
(panel 2) de adsorber los sueros con microesferas de látex recubiertas con manano para eliminar 
selectivamente los anticuerpos dirigidos contra determinantes antigénicos de naturaleza carbohidrato 
(manano). Los valores se expresan como unidades arbitrarias de E.L.I.S.A. (UE; ver Materiales y 
Métodos). En cada panel la flecha indica la línea de corte, mientras que las líneas discontinuas 
delimitan la zona de incertidumbre debida a la variación del ensayo.
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como factor de virulencia durante la interac­
ción hospedador-parásito. En consecuencia, 
la detección de anticuerpos generados frente 
a antígenos expresados de forma específica o 
preferencial en la pared de las células micelia- 
les podría ser de utilidad para el diagnóstico 
de las candidiasis invasivas. Teniendo en 
cuenta todo ello, junto con el hecho de que 
los agentes reductores (ditiotreitol, 2-ME) 
solubilizan componentes proteicos y mano- 
proteicos localizados en las capas más exter­
nas de la pared celular del hongo, entre los 
que se encontrarían una serie de moléculas 
implicadas y/o relacionadas con la virulencia y 
la patogenicidad (Calderone y Braun, 1991, 
Casanova et a l , 1992a; Cassone, 1989; 
Hostetter, 1994; López-Ribot et al., 1991; 
Sentandreu et a l , 1991), podría explicarse 
por qué el extracto de 2-ME fue la prepara­
ción antigénica con la que se obtuvo una me­
jor discriminación (o en otras palabras, una 
mayor sensibilidad del ensayo) de entre todas 
las utilizadas (Tabla III.3).
Los valores de sensibilidad y especificidad 
óptimos (89,2% y 98,6% respectivamente) 
obtenidos mediante la técnica de E.L.I.S.A. 
utilizando los sueros preadsorbidos y el ex­
tracto de 2-ME como antígeno, son similares 
(Zoller et al., 1991) o incluso superiores 
(Greenfield et al., 1983) a los obtenidos por 
otros autores que han utilizado tanto mezclas 
como especies purificadas de antígenos cito- 
sólicos de C. albicans. Ademas, el procedi­
miento descrito en esta memoria, evita o so­
luciona algunos de los problemas inherentes a 
la mayor parte de ensayos serologicos para el 
diagnóstico de las candidiasis existentes en la 
actualidad, como son: (i) la necesidad de re­
currir a procesos técnicamente complejos 
para purificar los antígenos marcadores, pro­
cesos que pueden, por otro lado, alterar las 
características nativas de tales antígenos y di­
ficultan la posibilidad de una obtención barata
de los mismos a escala industrial, (ii) escasa 
capacidad discriminatoria entre las formas in­
vasiva y superficial de la candidiasis, y (iii) 
una baja sensibilidad (Jones, 1990, Zoller et 
a l, 1991; Greenfield et a l, 1983). En este 
contexto, el tratamiento de células intactas 
con 2-ME es un método simple y barato que 
permite la obtención de un extracto antigé- 
nico adecuado, sin alterar de forma sustancial 
las características nativas de los diferentes 
determinantes antigénicos presentes en el 
mismo. Por otro lado, el método de adsorción 
de los sueros con partículas de látex sensibili­
zadas con manano para eliminar de forma se­
lectiva los anticuerpos anti-manano, con obje­
to de incrementar la sensibilidad del ensayo, 
es una técnica sencilla de realizar, por lo que 
podría incluirse fácilmente en el diagnóstico 
de rutina.
Una de las reservas más importantes que 
surge de forma habitual en relación con los 
métodos de diagnóstico de la candidiasis ba­
sados en la detección de anticuerpos, es que 
la mayor parte de pacientes aquejados de la 
enfermedad parecen ser incapaces de desen­
cadenar una respuesta inmune de tipo humo­
ral lo suficientemente intensa como para tener 
un título detectable de anticuerpos. Sólo 9 de 
los pacientes con diagnóstico confirmado de 
candidiasis sistémica, estaban profundamente 
inmunodeprimidos, aunque fue posible detec­
tar en los mismos un título considerable de 
IgGs específicas. De hecho, las DO492 medi­
das en estos casos fueron comparables e in­
cluso superiores a las obtenidas con los sue­
ros de los individuos drogadictos, también 
incluidos en el grupo clínico A. Por consi­
guiente, aunque es preciso analizar una po­
blación más numerosa de individuos inmuno- 
deprimidos que la estudiada en el presente 
trabajo, los resultados preliminares que se han 
comentado anteriormente indican que la téc­
nica de E.L.I.S.A. empleada aquí, podría ser
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de utilidad en la práctica clínica. Finalmente, 
una prueba de tipo serológico para el diag­
nóstico de la candidiasis no debe de ser capaz 
de discriminar entre las formas invasiva y su­
perficial de la infección solamente, sino tam­
bién debe permitir un diagnóstico en los es­
tadios iniciales de la enfermedad, de forma 
que pueda administrarse lo más rápidamente 
posible el tratamiento quimioterápico apro­
piado. En este contexto, experiencias prelimi­
nares llevadas a cabo por nuestro grupo utili­
zando un ensayo de E.L.I.S.A. semejante al 
descrito en esta memoria pero encaminado a 
la detección de IgMs en lugar de IgGs, 
indican que podría ser una aproximación ex­
perimental de utilidad para la detección pre­
coz de la infección.
III.7.3. Análisis por inmunotransferencia 
de la reactividad de sueros escogidos fren­
te a diferentes preparaciones antigénicas
Con objeto de caracterizar de forma indi­
vidualizada las moléculas que contenían los 
determinantes antigénicos responsables de la 
reactividad observada mediante el ensayo de
E.L.I.S.A., las proteínas y manoproteínas 
presentes en los extractos de 2-ME se separa­
ron mediante SDS-PAGE, y seguidamente se 
transfirieron a papel de nitrocelulosa (Wes­
tern blot). La hoja de nitrocelulosa se dividió 
longitudinalmente en tiras de idéntica anchu­
ra, y cada una de las tiras se enfrentó a un 
suero en particular, revelándose seguidamente 
las posibles interacciones antígeno-anticuerpo 
con un antisuero de cabra anti-inmunoglobu- 
linas de tipo G humanas (ver apartado 11.12 
del capítulo de Materiales y Métodos). En' 
concreto se ensayaron 22 muestras de suero 
procedentes de los pacientes del grupo clínico 
A (individuos con candidiasis sistémica con­
firmada) y 67 muestras de suero de individuos 
sanos (grupo clínico C). En las Figs. III.31 y 
111.32 se muestran algunos ejemplos seleccio­
nados de los patrones de reactividad observa­
dos con los extractos de 2-ME (Fig. 111.31) y 
Zimoliasa (Fig. 111.32) respectivamente.
Por lo general se observó reactividad de 
los sueros procedentes de individuos con 
candidiasis sistémica confirmada frente com­
ponentes del extracto de 2-ME en un rango 
de peso molecular de 62 a 12 kDa (Fig. 
III.31). Una banda de 58 kDa (Fig. 111.31, b) 
fue el antígeno más frecuentemente recono­
cido por los sueros (18 de 22 muestras), se­
guido de otros componentes de 62 kDa 
(banda a), 37 kDa (banda c), 14 kDa (banda 
g), y 12 kDa (banda h), aunque el antígeno de 
58 kDa (banda b) fue reconocido por algunos 
sueros de individuos presuntamente sanos 
(Fig.UI.31, calle 1). Otros antígenos con pe­
sos moleculares aparentes de 33 kDa (banda 
d), 29 kDa (banda e), y 16 kDa (banda f) 
también fueron reconocidos, aunque con me­
nor frecuencia, por varios de los sueros ensa­
yados (Fig.III.31). Eventualmente, algún sue­
ro mostró reactividad frente a numerosos 
componentes de medio y bajo peso molecular 
(Fig. 111.31, calle 4), mientras que otros in- 
munorreaccionaron con un material de muy 
alto peso molecular (>108 kDa) y de natura­
leza polidispersa (Fig. 111.31, calles 2-5 y 8). 
Un análisis estadístico (X2, .P<0,005) puso de 
manifiesto la existencia de diferencias signifi­
cativas en las frecuencias de detección de los 
componentes antigénicos mayoritarios entre 
los sueros pertenecientes al grupo clínico A y 
los del grupo control (grupo clínico C) (no 
mostrado).
Cuando se utilizó como preparación antigéni- 
ca el extracto de Zimoliasa, el patrón de ban­
das reconocidas por los sueros fue distinto 
(Fig.III.32) al encontrado frente al extracto 
de 2-ME (Fig. III31). En este caso, la mayo­
ría de sueros de los pacientes del grupo clí­
nico A reconocieron sistemáticamente una 
serie de antígenos de elevado peso molecular 
aparente (Fig. 111.32, calles 2-9, bandas a-c),
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Fig.III.31. Análisis mediante inmunotransferencia de la reactividad de 1 suero del grupo clínico C 
(calle 1) y 8 sueros representativos del grupo clínico A (calles 2-8) frente a material solubilizado 
por 2-ME de blastosporas germinadas (micelio). Tras la separación electroforética (geles en 
gradiente del 5-15% de acrilamida) de los diferentes polipéptidos presentes en el extracto de 2-ME, 
estos se transfirieron a papel de nitrocelulosa. El papel de nitrocelulosa se dividió en varias tiras, 
cada una de las cuales se incubó con cada uno de los diferentes sueros (ensayados a una dilución 
1:100). La detección de los correspondientes complejos antígeno-anticuerpo se llevó a cabo 
mediante un segundo anticuerpo marcador (antisuero de cabra frente IgG humanas) acoplado a 
peroxidasa, utilizando una dilución 1:500. Las letras identifican las bandas (antígenos) que fueron 
reconocidas más frecuentemente por los diferentes sueros. A la derecha de la figura se indica la 
movilidad electroforética de proteínas de peso molecular conocido (expresado en kDa) corridas en 
paralelo.
d
e
te-
r
■ > —
I
m -
a
il
I
s*
MM
kDa
“  106  
-  80
-  49,5
-  32.5 
- 27.5
-  18.5
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fig.III.32. Análisis mediante inmunotransferencia de la reactividad de sueros humanos frente al 
material solubilizado por el tratamiento de blastosporas germinadas (micelio) con Zimoliasa. El 
orden de las muestras y las condiciones experimentáis se describe en la leyenda de la F ig .in .3 1 .
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que podrían corresponder a las especies ma- 
noproteicas de alto peso molecular específi­
cas de la morfología micelial previamente 
descritas por nuestro grupo (Casanova et al., 
1989). Estos antígenos no fueron detectables 
por los sueros de los individuos del grupo C 
(Fig.III.32, calle 1). Estas observaciones indi­
can que aunque las manoproteínas de alto 
peso molecular de la pared celular extraídas 
mediante digestión con Zimoliasa, parecen 
jugar básicamente un papel estructural (mor- 
fogenético) (Calderone y Braun, 1991; Ca­
sanova et al., 1989, 1990; Martínez et al., 
1990a,b: Sentandreu et al., 1991),
localizándose muy probablemente en las re­
giones más internas de la pared celular de 
forma preferencial, son también capaces de 
inducir una respuesta inmune de tipo humoral 
en el hospedador infectado. Otro antígeno de 
unos 49 kDa también fue específicamente re­
conocido por los sueros de los pacientes con 
diagnóstico confirmado de candidiasis (Fig.
111.32, calles 2-8, banda f) pero no por los 
sueros de individuos sanos (Fig. 111.32, calle 
1). También se apreció inmunorreactividad 
frente a antígenos con pesos moleculares 
aparentes de 58 y 62 kDa (Fig. III.32, bandas 
d,e), aunque en este caso la especificidad fue 
menor puesto que dichos antígenos fueron re­
conocidos por sueros de personas sanas (o 
con diagnóstico negativo de candidiasis; Fig.
111.32, calle 1). A diferencia de lo observado 
cuando se utilizó el extracto de 2-ME como 
preparación antigénica, muchos de los sueros 
pertenecientes al grupo clínico A mostraron 
reactividad frente a numerosos componentes 
de medio y bajo peso molecular (Fig. III.32, 
calles 2,3,6 y 7).
Como se mencionó anteriormente, los 
componentes de 62 y 58 kDa fueron dos de 
los antígenos más frecuentemente reconoci­
dos por los sueros de los individuos con can­
didiasis sistémica en los extractos de 2-ME
(Fíg. 111.31, bandas a,b). Un antigeno de 37 
kDa (Fig. 111.31, banda c) también mostró 
reactividad con varios de los sueros del grupo 
clínico A ensayados. En este contexto, hay 
que indicar que se han identificado proteínas 
de la superficie celular de C. albicans con un 
peso molecular de 60-62 kDa que exhiben 
afinidad por laminina y complemento (C3d) 
(Calderone y Braun, 1991). Así mismo, 
nuestro grupo ha identificado una manopro- 
teína de 58 kDa receptora para fíbrinógeno 
humano (Casanova et al.,1992a), y el recep­
tor para laminina descrito en la presente me­
moria (ver apartado III. 1) tiene un peso mo­
lecular aparente de 37 kDa. Todas estas mo­
léculas implicadas y/o relacionadas con la vi­
rulencia y la patogenicidad (Calderone y 
Braun, 1991; Hostetter, 1994), son libera­
das por la acción de agentes reductores 
(ditiotreitol, 2-ME) lo que implica que están 
localizadas en las capas más externas de la 
pared celular del hongo, y en consecuencia 
podrían actuar como inductores inmediatos 
de la respuesta inmune del hospedador infec­
tado.
Entre los numerosos componentes proteicos y 
manoproteicos presente en los extractos de 
2-ME y de Zimoliasa (Casanova et al., 
1992b), otros antígenos con un peso molecular 
aparente de 49 kDa (Fig. III.32, banda f) y 29 
kDa (Fig. III.31, banda e) también mostraron 
inmunorreactividad con los sueros de los pa­
cientes del grupo clínico A. Estos antígenos 
tienen un tamaño molecular semejante al de 
ciertas proteínas somáticas (¿citosólicas?) que 
han sido utilizadas como antígenos marcadores 
específicos en diferentes ensayos serológicos 
para el diagnóstico de las candidiasis 
(Matthews y Burnie, 1988; Strockbine et al., 
1984; Zoller et a l, 1991). Aunque las proteí­
nas y manoproteínas presentes en los extractos 
de 2-ME y de Zimoliasa parecen ser compo­
nentes autóctonos de la pared celular de C.
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albicans (Casanova et a l 1992a), no puede 
descartarse totalmente la existencia de algunas 
proteínas citosólicas (por ejemplo, los antíge­
nos de 49 y 29 kDa) en dichos extractos, y más 
concretamente en el caso del extracto de 2- 
ME, puesto que se ha sugerido que al trata­
miento de células intactas del hongo con agen­
tes reductores (procedimiento utilizado en este 
trabajo) puede ocasionar la liberación de algu­
nas proteínas intracelulares junto con los com­
ponentes de la pared celular (Calderone y 
Braun, 1991). En este contexto, la presencia 
combinada de antigenos de pared y algunos 
antígenos citosólicos en el extracto de 2-ME 
podría contribuir al hecho de que ésta fuera la 
preparación antigénica que permitió una mejor 
discriminación entre candidiasis sistémica y no 
sistémica en los ensayos de E.L.I.S.A. (Fig. 
III.30 y Tabla III.3). De hecho, el lisado de 
protoplastos (que sería equivalente a la frac­
ción citosólica) fue, después del extracto de 
2-ME, la mejor preparación antigénica utilizada 
en los ensayos de E.L.I.S.A., en términos de 
sensibilidad y especificidad.
Finalmente, indicar que los antígenos de 
muy bajo peso molecular (alrededor de 14 
kDa) reconocidos por la mayoría de sueros de 
los pacientes del grupo clínico A en los extrac­
tos de 2-ME Fig. 111.31, bandas g,h), pueden 
ser semejantes a un antígeno mayoritario de C. 
albicans de 14-18 kDa que ha sido caracteri­
zado recientemente, y que es reconocido por 
IgG3 humanas (Poulain et a l 1993).
Del conjunto de resultados obtenidos a par­
tir del estudio de la reactividad de los sueros 
mediante inmunotransferencia parece lógico 
concluir que puesto que no parece existir un 
único antigeno de Candida que fuese recono­
cido por todos los sueros de los pacientes con 
diagnóstico confirmado de candidiasis (grupo 
clínico A), es preciso utilizar preparaciones an­
tigénicas complejas en los ensayos diagnósticos 
basados en el método de E.L.I.S.A., con objeto
de incrementar la eficiencia de los mismos. Una 
observación semejante ha sido realizada por 
otros autores (Zoller et a l 1991).
III.7.4. Reactividad de los sueros frente a 
antígeno-látex
Uno de los requisitos que debe cumplir 
cualquier método de diagnóstico de una en­
fermedad infecciosa es que debe ser técnica­
mente sencillo de realizar, sin que ello signifi­
que renunciar a que el método posea una ele­
vada sensibilidad y especificidad. Esto es parti­
cularmente importante en los procedimientos 
basados en criterios serológicos, que en mu­
chas ocasiones implican utilizar una metodo­
logía compleja que requiere una especializa- 
ción por parte del analista y que, además, suele 
ser clara.
Teniendo en cuenta esta premisa y los resul­
tados derivados de la detección de anticuerpos 
mediante E.L.I.S.A. (ver apartado III.7.2. del 
capítulo de Resultados y discusión), se consi­
deró interesante ensayar la reactividad de los 
sueros de los diferentes grupos clínicos, me­
diante la técnica de aglutinación en portaobje­
tos, que por su sencillez, sensibilidad y eco­
nomía tiene un amplio campo de aplicación en 
la práctica clínica.
Para llevar a cabo el ensayo, se preparó una 
suspensión de antígeno-látex adsorbiendo el 
extracto de 2-ME obtenido de blastosporas 
germinadas (micelio), que fue con el que se 
obtuvo una mayor eficiencia diagnóstica en lo 
referente a sensibilidad y especificidad en el 
ensayo de E.L.I.S,A., sobre partículas de lá- 
tex-poliestireno con un diámetro de 0,801 +/- 
0,036 Jim (ver apartado 11.19 del capítulo de 
Materiales y Métodos).
Alícuotas de la suspensión de antígeno-látex 
se enfrentaron a volúmenes semejantes de los 
diferentes sueros sobre portaobjetos de vidrio, 
y la intensidad de la reacción de aglutinación 
aparecida se cuantificó según el siguiente cri-
73
P rep arac ió n  antigénica
Extracto de 2-ME Extracto de Zimoliasa Extracto citosólico
Suero Suero Suero Suero Suero Suero
crudo adsorbido crudo adsorbido crudo adsorbido
Sensibilidad 3,5 89,2 17,8 32,1 12 46,4
Especificidad 100 98,6 100 97,3 98,6 100
Valor predictivo 100 92,5 100 69,2 60 100
positivo
Valor predictivo 85 97,4 86,9 88,6 85,7 86,9
negativo
Tabla III.3. Sensibilidad y especificidad (expresadas en porcentaje) de los E.L.I.S.A S. con diferentes preparaciones an­
tigénicas obtenidas para los sueros crudos o previamente tratados para eliminar selectivamente la reactividad debida a 
componente carbohidrato (manano).
Resultados y  discusión
terio, comparando con lo observado en los 
respectivos controles positivos y negativos: 
+++, aglutinación fuerte; ++, aglutinación me­
dia; +, aglutinación débil: ausencia de agluti­
nación.
Tabla III.4. Relación de sueros ensayados frente a 
bolas de látex poliestireno tapizadas con extracto de 
2-ME de blastosporas germinadas. +++, aglutinación 
fuerte; ++, aglutinación media; +, aglutinación débil: 
ausencia de aqlutinación.
N° Aglutinación Grupo clínico
Suero
1 +++ A
2 +++ A
3 +++ A
4 +++ A
5 +++ A
6 +++ A
7 +++ A
8 ++ A
9 ++ A
10 ++ A
11 ++ A
12 ++ A
13 ++ A
14 ++ A
15 ++ A
16 ++ A
17 ++ A
18 + A
19 + A
20 + A
21 + A
22 + A
23 + B
24 - B
25 - B
26 - B
27 - B
28 - B
29 - B
30 - B
31 - B
32 - B
33 - C
34 - C
35 - C
36 - C
37 - C
En general todos los sueros procedentes de 
los pacientes con candidiasis sistémica confir­
mada (grupo clínico A), dieron una reacción 
fuerte, mientras que los sueros de los restantes 
grupos clínicos ensayados, no aglutinaron o 
dieron una reacción débil que desapareció al 
someter a tratamiento térmico dichos sueros 
para inactivar aglutininas inespecíftcas (ver 
apartado 11.19 de Materiales y Métodos). En 
función del criterio de cuantificación de la 
reacción de aglutinación anteriormente indica­
do, los sueros se clasificaron en cuatro grupos, 
que se solaparon bastante bien con los cuatro 
grupos clínicos establecidos. En la Tabla III.4 
se indica la intensidad de la reacción de agluti­
nación y el grupo clínico al que pertenece el 
suero correspondiente. Estos resultados sugie­
ren que la técnica de aglutinación pasiva podría 
ser de utilidad como método de diagnóstico de 
la candidiasis sistémica, aunque como se co­
mentó en el caso de la detección de anticuer­
pos por el método de E.L.I.S.A., es preciso 
analizar una población más numerosa de indi­
viduos inmunodeprimidos que la estudiada en 
el presente trabajo, para dar validez al método.
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III.8. Conclusiones
1. Un polipéptido de 37 kDa (p37), que posee 
semejanza antigénica con el precursor de 37 
kDa del receptor humano de alta afinidad 
para laminina, se encuentra presente en ex­
tractos obtenidos mediante tratamiento de 
células intáctas de ambas fases morfológicas 
(levadura y micelio) de Candida albicans con 
2-mercaptoetanol, agente que extrae básica­
mente componentes proteicos y glicoprotéi- 
cos autóctonos de la pared celular del hongo.
2. Mediante inmunofluorescencia indirecta 
utilizando como sondas anticuerpos policio- 
nales monoespecíficos tanto contra el recep­
tor humano de laminina (frente a los cuales 
exhibe inmunorreactividad la especie p37) 
como contra la propia proteína p37 (éstos úl­
timos obtenidos en el presente trabajo), se 
puso de manifiesto que dicha molécula se 
expresa principalmente o está topológicamen- 
te más accesible en la superficie de las células 
levadoriformes.
3. La especie p37 representa un receptor para 
laminina distinto de otros previamente carac­
terizados para dicho ligando en la fase mice- 
lial del hongo, puesto que sólo parece ser 
funcional en lo que respecta a su capacidad 
para interaccionar específicamente con lami­
nina, en el caso de las células levaduriformes. 
La existencia de diferentes familias de recep­
tores para laminina expresadas selectivamente 
en cada una de las dos morfologías de Can­
dida albicans podría estar relacionada con 
una diferente capacidad de cada forma de 
crecimiento para colonizar e invadir los teji­
dos durante el proceso infeccioso.
4. Tanto la especie p37 descrita en el presente 
trabajo como la manoproteína de 58 kDa re­
ceptora para fíbrinógeno (mp 58) caracteri­
zada previamente por nuestro grupo, junto 
con algunas otras proteínas y/o glicoproteínas 
de elevado peso molecular presentes en la 
pared celualr del hongo, pero cuya identidad
y función no son conocidas, poseen epitopos 
determinados por la secuencia de aminoáci­
dos, que mimetizan dominios colagenosos de 
la molécula de colágeno tipo IV.
5. La presencia de dominios colagenosos en 
las especies anteriormente mencionadas po­
drían determinar vías alternativas o comple­
mentarias de interacción de las células de 
Candida albicans con otros componentes de 
las matrices extracelulares de los tejidos ani­
males, tales como la entactina y la fibronecti- 
na. En consecuencia, dichos dominios podrían 
jugar un papel importante determinante de las 
interacciones proteína-proteína, que son una 
de las tres categorías de mecamismos de ad­
hesión propuestos para este microorganismo.
6. El análisis mediante cromatografía de fil­
tración molecular e intercambio iónico del 
material solubilizado tras el tratamiento de 
células intactas de Candida albicans con 2- 
mercaptoetanol, sugiere que las proteínas y 
manoproteínas de la pared celular se encon­
trarían in vivo formando parte de complejos 
multiproteicos, lo que podría modular el pa­
pel funcional y/o estructural que estas molé­
culas pudieran desempeñar en la pared celu­
lar. La existencia de tales complejos hace así 
mismo difícil la purificación individual de las 
diferentes especies proteicas y manoproteicas 
presentes en el extracto mediante técnicas 
cromatográficas clásicas.
7. Mediante el rastreo de genotecas con el 
antisuero generado frente a la especia p37 se 
aisló un ADNc que codifica para la poliubi- 
quitina de Candida albicans. La región codi­
ficante contiene tres copias de ubiquitina dis­
puestas en tándem y unidad cabeza-cola sin 
ningún espacio de separación intermedio 
como ocurre en la poliubiquitina de Saccha- 
romyces cerevisiae, aunque en este caso en 
número de copias o repeticiones es diferente. 
Los 76 aminoácidos de cada unidad de ubi- 
quitina de Candida albicans son idénticos a
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los de Saccharomyces cerevisiae, mientras 
que el aminoácido extra localizado en el ex­
tremo C-terminal de la última subunidad 
(Phe) es diferente al de Saccharomyces cere­
visiae.
8. Cualquier posible relación entre la proteína 
p37 y la ubiquitina está por determinar. El he­
cho de que se haya clonado en gen de la po- 
liubiquitina con el anticuerpo anti-p37, así 
como la reacctividad de anticuerpos anti-ubi- 
quitina de cerdo frente a células intactas por 
inmunofluorescencia y frente a proteínas pre­
sentes en el extracto de 2-mercaptoetanol por 
inmunotransferencia, sugiere la existencia de 
especies ubiquitinadas en la superficie celular 
de Candida albicans. Si la proteína p37 re­
ceptora para laminina estuviera ubiquitinada, 
al igual que se ha descrito para diversas mo­
léculas receptoras en células superiores, ello 
podría modular su funcionalidad in vivo y ju­
gar un papel en la interacción del hongo y los 
tejidos animales.
9. Se apreció una respuesta muy variable de 
las diferentes cepas de Candida albicans de 
origen clínico estudiadas a las condiciones 
experimentales utilizadas para inducir la for­
mación de micelio. Aunque las características 
de crecimiento in vivo (es decir en tejidos in­
fectados) pueden diferir notablemente de las 
observadas in vitro, la heterogeneidad apre­
ciada en lo que respecta a la capacidad para 
filamentar en cepas del hongo aisladas a partir 
de individuos aquejados de candidiasis, su­
giere que la formación de tubos germinativos 
podría tener tan solo una importancia relativa 
comp factor de virulencia.
10. El análisis mediante diferentes técnicas 
electroforéticas del material solubilizado por 
el 2-mercaptoetanol a partir de células de las 
diferentes cepas de origen clínico incubadas 
en condiciones adecuadas para inducir el cre­
cimiento en fase levaduriforme o la emisión 
de tubos germinativos, confirmó la dificultad
puesta de manifiesto en estudios previos de 
nuestro grupo para definir antígenos que, por 
expresarse de forma general en todas las ce­
pas de Candida albicans, pudieran utilizarse 
como marcadores selectivos para el diagnós­
tico serológico de las candidiasis sistémicas, 
debido a la gran variabilidad cuali y cuantita­
tiva observada en los componentes proteicos 
y manoproteicos de la superficie celular en 
función tanto de la cepa como de las condi­
ciones de crecimiento.
11. Los resultados obtenidos indican que 
proteínas semejantes al receptor mp58 para 
fibrinógeno se encuentran presentes en la pa­
red celular de todas las cepas de origen clíni­
co examinadas, aunque existen diferencias 
antigénicas y funcionales entre las diferentes 
especies homologas de la mp58 detectadas, 
en función de la cepa examinada y de las 
condiciones de incubación in vitro. Teniendo 
en cuenta que la especie mp58 parece expre­
sarse de forma muy generalizada, y que por 
sus características biológicas cabe atribuirle 
un papel importante como factor de virulencia 
para el hongo, esta molécula pudiera ser un 
candidato potencial como antígeno marcador 
específico.
12. No fue posible detectar antígenos de 
Candida albicans circulantes en el suero de 
pacientes con diagnóstico confirmado de 
candidiasis sistémica, en concreto las especies 
presentes en los extractos de 2-mercaptoeta­
nol, mediante el ensayo de inmunocaptura di­
señado, lo que apunta a que estos antígenos 
se encontrarían, caso de estar presentes en el 
suero, en concentraciones por debajo del ni­
vel mínimo de detección del método, o bien 
serían rápidamente eliminados del torrente 
circulatorio.
13. El ensayo de E.L.I.S.A. puesto a punto 
para detectar inmunoglobulinas G circulantes 
frente a antígenos de pared y citoplásmicos de 
Candida albicans en sueros humanos proce­
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dentes de diferentes grupos clínicos, mostró 
una elevada sensibilidad (89,2%) y especifici­
dad (98,6%) en lo que respecta a su capaci­
dad para discriminar entre presencia y ausen­
cia de candidiasis sistémica, cuando los sue­
ros fueron preadsorbidos para eliminar anti­
cuerpos dirigidos contra el manano que son 
inespecíficos y tienen carácter ubicuo en la 
mayoría de sueros humanos, y se enfrentaron 
al extracto de 2-mercaptoetanol como prepa­
ración antigénica.
14. El estudio de la reactividad de los sueros 
mediante inmunotransferencia mostró que no 
existe un mismo antígeno de Candida que 
fuera reconocido específicamente por todos 
los sueros de pacientes con diagnóstico con­
firmado de candidiasis sistémica, por lo que 
parece preciso utilizar preparaciones antigéni- 
cas complejas en los ensayos diagnósticos ba­
sados en el método de E.L.I.S.A., con objeto 
de incrementar la eficiencia de los mismos. En 
cualquier caso, varias especies con pesos 
moleculares de 62, 58, 37, 33, 29, 16, 14 y 12 
kDa presentes en el extracto de 2-mercaptoe­
tanol mostraron reactividad frente a la mayo­
ría de sueros analizados. Algunos de estos 
antígenos (las especies de 62, 58 y 37 kDa) 
tienen pesos moleculares semejantes a los de 
los receptores de Candida albicans para 
complemento, fibrinógeno y laminina.
15. El 2-mercaptoetanol solubiliza, compo­
nentes proteicos y manoproteicos localizados, 
aparentemente, en las capas más externas de 
la pared celular de Candida albicans, entre 
los que se encontrarían una serie de moléculas 
relacionadas con la virulencia y la patogenici- 
dad, y que en consecuencia podrían actuar 
como los inductores más inmediatos de la 
respuesta inmune en el hospedador infectado. 
La presencia combinada de antígenos de pa­
red y posiblemente de algunos antígenos cito- 
sólicos en el extracto de 2-mercaptoetanol, 
explicaría porqué ésta fue la preparación anti­
génica que permitió una mejor discriminación 
entre presencia o no de candidiasis sistémica 
en el ensayo de E.L.I.S.A.
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